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O objectivo deste trabalho centrou-se na caracterização de 
aglutinantes usados em pinturas de cavalete, através das técnicas de 
cromatografia líquida de alta eficiência (HPLC) e da cromatografia gasosa 
acoplada à espectrometria de massa, com pirólise (Py-GC/MS). Os 
resultados foram complementados através da análise por micro-
espectroscopia de infravermelho (-FTIR). Outro dos objectivos consistiu 
na mimetização dos processos de degradação que ocorrem em pinturas, 
através de envelhecimento artificial de filmes de tinta. 
Neste trabalho foram estudados três tipos de aglutinantes: gema de 
ovo, cola animal e óleo de linho. Foram preparados filmes de tintas com 
os aglutinantes puros e/ou misturas com diversos pigmentos, 
nomeadamente, azurite, vermelho de chumbo e branco de chumbo. A 
técnica de -FTIR possibilitou a identificação dos aglutinantes e dos 
pigmentos usados.  
Os resultados obtidos por HPLC, utilizando o método Pico-Tag, 
permitiram comprovar que esta é uma técnica útil na identificação de 
materiais proteicos. Através da análise das amostras contendo pigmentos 
e das amostras sujeitas ao envelhecimento artificial, verificou-se que 
estes dois factores influenciam a composição em termos da quantidade 
de aminoácidos e, consequentemente, a identificação dos aglutinantes. 
Uma limitação desta técnica é a análise de amostras contendo cobre, 
deste modo foi desenvolvido um método de remoção destes catiões, 
através da técnica de cromatografia de troca iónica, verificando-se ser 
eficiente. Através da técnica de HPLC foram ainda analisadas um 
conjunto de seis amostras do Retábulo Flamengo da Sé de Évora, uma 
amostra da camada de preparação de um escudo de aparato lacado do 
século XVI/XVII e uma amostra do retábulo de Ferreira do Alentejo. 
A técnica de GC/MS, realizada apenas em amostras não sujeitas 
ao envelhecimento artificial, permitiu identificar e caracterizar amostras 
em que o aglutinante usado era óleo. Por outro lado, em misturas de óleo 
 iii 
 
e ovo, esta técnica mostrou-se eficiente na confirmação da existência dos 
dois tipos de aglutinantes. 
 
Palavras – Chave: Aglutinantes, -FTIR, Pico-Tag, HPLC, Cromatografia de 





The main goal of this study was to characterize the binding medium 
used in easel paintings, by high performance liquid chromatography 
(HPLC) and gas chromatography coupled to mass spectrometry, with 
pyrolysis (Py-GC/MS). The results were complemented with infrared 
microspectroscopy (-FTIR). Another purpose of this work was the study 
of aging process, occurred on paintings, by artificial aging of the ink layers. 
In this work, were studied three types of binding medium: egg yolk, 
animal glue and linseed oil. The ink layers were prepared with pure 
binding medium and/or mixtures with different pigments, like, azurite, red 
lead and lead white. The -FTIR had an important role in the identification 
of binding medium and pigments used. 
The results obtained by HPLC, using Pico-Tag method, proved that 
this technique is useful in proteinaceous material identification. From the 
analysis of samples with pigments and samples with artificial aging were 
verified that this two factors influence the composition of amino acids, and 
consequently, the identification of binding medium. One of the limitations 
for this technique is the analysis of samples with copper. So, a method 
was developed to remove those cations through the ion exchange 
chromatography and was verified that this technique was efficient. 
Through the technique of HPLC were further analysed a set of six samples 
of Flemish Altarpiece of Sé de Évora, a sample of ground layer of 
lacquered shield apparatus of the XVI/XVII century and a sample of 
Altarpiece of Ferreira do Alentejo. 
The GC/MS technique, which was applied only on samples without 
artificially aging process, allowed the identification and characterization of 
samples where binding medium used was oil. On the other hand, in 
mixtures of oil and egg yolk, the GC/MS proved to be effective confirming 
the type of binding medium used. 
 
Key – words: Binding medium; -FTIR, Pico-Tag, HPLC, Ion exchange 
chromatography, Py-GC/MS.  
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ABREVIATURAS E SÍMBOLOS 
 
a.C. – antes de Cristo 
Ala – Alanina 
A/P – razão ácido azelaico / ácido palmítico 
Arg – Arginina 
Asn – Asparigina 
Asp – Ácido aspártico 
º C – graus Celsius 
cm – centímetro 
Cys – Cisteína 
 - banda de deformação 
Da – dalton 
DTGS – sulfato de triglicina e cádmio 
g – grama 
Gln – Glutamina 
Glu – Ácido glutâmico 
Gly – Glicina 
h – hora 
His – Histina 
HPLC – cromatografia líquida de alta eficiência 
Ile – Isoleucina 
IV – infravermelho 
Leu – Leucina 
Lys – Lisina 
-FTIR – microscopia de infravermelho com transformada de Fourier 
L – microlitro 
m – micrómetro 
mol – micrómole 
m – metro 
M – molaridade 
MCT – telureto de mercúrio e cádmio 
Met – Metionina 
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mg – miligrama 
min – minuto 
mL - mililitro 
mM - milimole 
m/z – razão massa / carga 
 - banda de elongação 
N – normalidade 
nm – nanómetro 
Nor – Norleucina 
OH-Pro – Hidroxiprolina 
O/S – razão ácido oleico / ácido esteárico 
Phe – Fenilalanina 
PITC – fenilisotiocianato 
Pro – Prolina 
P/S – razão ácido palmítico / ácido esteárico 
PTC – feniltiocarbamil 
PVC – cloreto de polivinila 
Py-GC/MS – pirólise seguida de cromatografia acoplada à espectrometria 
de massa 
s – segundo 
Ser – Serina 
Thr – Treonina 
TMAH – hidróxido de tetrametilamónio 
Trp – Triptofano 
Tyr – Tirosina 
UV – ultravioleta 
Val – Valina 
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As obras de arte, nomeadamente as pinturas, sempre foram muito 
apreciadas ao longo da história, constituindo uma forma de expressão de 
ideias e representação de cenas da vida quotidiana. A enorme variedade de 
pinturas que se mantiveram até aos dias de hoje apresenta um valor artístico 
e cultural incalculável, pelo que o conhecimento da sua composição é 
importante no que toca à sua conservação e restauro. 
Existem dois tipos de pintura, a pintura mural (ou de suporte imóvel) e a 
pintura de cavalete (ou de suporte móvel). A pintura mural consiste no uso de 
materiais inorgânicos aplicados sobre uma parede com base de argamassa. 
Este tipo de pintura pode ser dividido em dois tipos: a pintura a fresco e a 
pintura a secco[1]. Pelo contrário, uma pintura de cavalete é formada por 
múltiplas camadas de tinta, constituídas por misturas de pigmentos e/ou 
corantes dispersos numa matriz (o aglutinante) e aplicadas sobre um 
substrato. Sobre essas camadas pode ainda ser aplicado uma camada de 
protecção ou acabamento, que geralmente consiste num verniz[2]. 
As várias camadas são aplicadas num suporte, sendo que ao longo da 
história foram vários os suportes usados, nomeadamente a pedra, o metal, o 
papiro, a madeira e a tela. A madeira foi o tipo de suporte mais utilizado em 
todas as escolas de pintura ocidental até ao século XVI, tendo sido 
gradualmente substituída pela tela, a partir dos séculos XVII e XVIII[3]. 
A forma como são aplicadas as várias camadas na execução de uma 
pintura tem variado consideravelmente ao longo da história, não só por ser 
característica de determinada escola de pintura, mas também como 
consequência da evolução normal do trabalho de um mesmo autor[4]. A 
primeira camada a ser aplicada sobre o suporte numa pintura de cavalete 
(figura 1.1) é a chamada camada de preparação, que permite obter uma 
superfície lisa e uniforme, preparando-o para a aplicação das camadas 
seguintes. Esta camada é constituída por um aglutinante e por uma carga 
sólida e inerte, como o sulfato de cálcio ou o carbonato de cálcio, e a sua 
fixação é facilitada através do uso de um adesivo, normalmente feito à base 




Figura 1. 1 – Estratigrafia de uma pintura de cavalete[6]. 
 
Sobre a camada de preparação, são aplicadas as camadas cromáticas, 
que apresentam uma espessura variável de alguns micrómetros e são 
compostas por uma ou mais substâncias coradas, que podem ser pigmentos 
ou corantes, dispersos em suspensão num veículo líquido, o aglutinante. Este 
tem como objectivo distribuir de forma homogénea as partículas do pigmento, 
proporcionando coesão e permitindo que a camada formada adira à superfície 
onde é aplicada[5]. 
Por fim, a última camada a ser aplicada numa pintura de cavalete é a 
camada de acabamento, formada por materiais que formam uma película fina 
transparente sobre a superfície da obra, com a finalidade de dar brilho e 
protecção contra diferentes agentes ambientais. Os materiais que constituem 
esta camada são normalmente vernizes feitos à base de resinas naturais ou 
sintéticas[3,5]. 
Com o passar do tempo, a grande maioria das pinturas têm que ser 
intervencionadas no sentido da sua conservação, muitas apresentam sinais 
evidentes de degradação, sendo por isso, sujeitas a processos de restauro. 
Desta forma, torna-se pertinente o estudo dos diferentes constituintes de uma 
pintura, aglutinantes e/ou pigmentos, uma vez que os processos de 
degradação inerentes à sua composição química afectam e influenciam o 
tratamento a seguir. 
Neste sentido surgiu a oportunidade de realizar o trabalho experimental 
de mestrado em Química no Laboratório José de Figueiredo, proporcionando-
me um contacto com a área de Conservação e Restauro que sempre me 
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despertou um enorme interesse, e ficando com uma perspectiva diferente das 
aplicações da Química. 
Com este trabalho pretendeu-se desenvolver metodologias para a 
caracterização e identificação de aglutinantes por diferentes técnicas 
analíticas, como a cromatografia líquida de alta eficiência (HPLC), a 
cromatografia gasosa acoplada à espectrometria de massa, com pirólise (Py-
GC/MS) e a micro-espectroscopia de infravermelho com transformada de 
Fourier (-FTIR).  
Na análise por HPLC de amostras de pintura, uma das dificuldades é 
identificação de aglutinantes proteicos quando estão presentes pigmentos que 
contêm iões metálicos, em particular os catiões de cobre, devido à interacção 
dos aminoácidos do aglutinante com os catiões do pigmento. Deste modo 
pretendeu-se desenvolver uma técnica que possibilitasse a análise por HPLC 
de amostras contendo catiões de cobre. Outro dos objectivos foi a tentativa de 
mimetizar processos de degradação que ocorrem em pinturas, através de 
técnicas de envelhecimento artificial, por exposição à luz de filmes de tinta, 
preparados com aglutinantes puros e/ou misturas com diversos pigmentos, 
uma vez que a análise de aglutinantes de amostras históricas pode ser 
frequentemente complexa, dada a degradação sofrida por alguns destes 
materiais. 
Esta dissertação está organizada em sete capítulos. No primeiro capítulo 
faz-se uma contextualização do trabalho, apresentando as razões da sua 
escolha e os seus objectivos. Descreve-se igualmente a estrutura da 
dissertação. 
No segundo capítulo é feita uma introdução aos principais constituintes 
de uma pintura, nomeadamente os aglutinantes e pigmentos. É descrito a 
composição dos diferentes aglutinantes usados, gema de ovo, cola animal e 
óleo, e dos pigmentos escolhidos, azurite, branco de chumbo e vermelho de 
chumbo. 
No terceiro capítulo são descritos os principais factores que afectam a 
deterioração e envelhecimento dos materiais orgânicos utilizados nas 
pinturas, em particular dos aglutinantes proteicos e dos óleos. 
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No quarto capítulo expõe-se sucintamente a metodologia utilizada no 
estudo de obras de arte e os princípios teóricos relativos às técnicas 
analíticas usadas. 
No quinto capítulo descrevem-se todos procedimentos de preparação, 
tratamento e análise das amostras. 
No sexto capítulos é feita a apresentação e interpretação dos resultados, 
caracterizando-se os aglutinantes por cromatografia líquida de alta eficiência, 
complementada com a técnica de micro-espectroscopia de infravermelho com 
transformada de Fourier e, por cromatografia gasosa acoplada à 
espectrometria de massa, com pirólise. 
No sétimo capítulo apresentam-se as conclusões do trabalho e referem-
se algumas sugestões para o futuro. 
No final é apresentada a bibliografia consultada e os anexos, onde se 







2. PRINCIPAIS CONSTITUINTES DE UMA PINTURA 
 
2.1. Os Aglutinantes 
 
 O aglutinante é um dos componentes mais importantes presentes 
numa pintura, tendo sido utilizados diversos materiais ao longo da história, a 
goma-arábica usada pelos egípcios; o ovo, muito utilizado na pintura Italiana 
durante os séculos XIV e XV; a cola usada em todas as épocas, 
maioritariamente nas preparações, misturada com gesso; o óleo, um dos 
aglutinantes mais usados, principalmente após o século XV[5,7]. 
 A principal função do aglutinante é promover uma distribuição uniforme 
das partículas que constituem o pigmento, e originar um filme fino colorido 
quando a tinta é aplicada numa superfície. O aglutinante tem assim que ter 
propriedades coesivas e adesivas, sendo capaz de formar uma pasta 
homogénea com o pigmento, de fácil aplicação e com um adequado grau de 
viscosidade. A estabilidade da suspensão aglutinante – pigmento tem que se 
manter constante não só durante a aplicação, como também durante o 
posterior período de secagem[5]. 
 A transparência e a ausência de cor são propriedades fundamentais 
para que uma substância possa ser utilizada como aglutinante, de modo a 
evitar alterações das propriedades ópticas do pigmento. Dada a sua 
transparência, o aglutinante possui um índice de refracção próprio, que, 
dependendo do índice de refracção dos diferentes pigmentos, irá influenciar o 
resultado final da pintura, em particular a sua cor[5]. 
 No que diz respeito às propriedades químicas do aglutinante, este 
deverá apresentar uma elevada estabilidade quando sujeito a diferentes 
factores, nomeadamente, possuir uma elevada resistência à luz, aos agentes 
químicos e atmosféricos. Dado que a água é um dos principais agentes 
responsáveis pelas alterações numa pintura, durante o seu envelhecimento, o 
facto de um aglutinante possuir propriedades hidrofóbicas garante uma maior 
estabilidade da camada pictórica[5]. 
 Assim, o aglutinante exerce um papel essencial na determinação do 
carácter de uma pintura. Para além disso, cada técnica pictórica pode ser 
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identificada de acordo com o tipo de aglutinante utilizado pelo artista, como é 
o caso da pintura a têmpera ou a pintura a óleo. 
Até ao século XV, as técnicas a têmpera referiam-se ao uso de 
qualquer tipo de aglutinante utilizado em dispersões aquosas, não só 
aglutinantes proteicos como também não proteicos, como é o caso da goma-
arábica, um polissacárido. A partir dessa data, o termo têmpera passou a 
limitar-se ao uso de materiais proteicos[3]. Assim, por exemplo, as têmperas 
proteicas que apresentam como aglutinante o ovo, a caseína ou a cola 
animal, designam-se têmpera de ovo, têmpera de caseína e têmpera de cola 
animal, respectivamente[5]. 
Até ao século XV, os aglutinantes usados em pintura eram 
maioritariamente à base de ovo (gema, clara ou ovo inteiro), no entanto a 
partir desta altura, foram sendo substituídos por óleos vegetais, que permitiam 
obter pinturas mais transparentes e menos opacas. A primeira referência feita 
ao uso de óleos secativos data do século XV por Ætius, que descreveu a 
preparação dos óleos de linho e noz[7,8]. Tradicionalmente, o óleo era extraído 
de sementes de plantas como o linho, noz ou papoila. Depois de removido o 
material não desejado, as sementes eram moídas até se obter uma pasta fina 
e de seguida era prensada de forma a extrair o óleo[8]. 
O óleo de linho é o mais importante dos óleos secativos e é obtido a 
partir das sementes Linum Usitatissimum[8]. 
 
 
2.1.1. Materiais de Origem Proteica 
 
As proteínas são os componentes mais abundantes das células e 
tecidos dos seres vivos. Alguns tipos de materiais proteicos, como é o caso 
do ovo, cola animal, leite ou caseína, são usados em pinturas e outros 
objectos de arte, tendo funções de aglutinantes ou adesivos[9]. 
As proteínas são constituídas por unidades básicas, os aminoácidos, 
que se encontram ligados entre si por ligações peptídicas. Os aminoácidos 
são formados por cadeias carbonadas contendo uma função amina (-NH2) e 
uma função ácido carboxílico (-COOH). Em determinadas condições o grupo 
ácido de uma molécula pode reagir com o grupo amina de outra molécula, 
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através de um mecanismo de condensação, dando origem a uma ligação 
peptídica (figura 2.1)[5]. 
 
Figura 2. 1 – Formação da ligação peptídica nas proteínas[10]. 
 
 Em todos os seres vivos, a estrutura tridimensional das proteínas 
resulta da polimerização espontânea de 20 tipos de L-aminoácidos diferentes 
(figura 2.2) que são abreviados por três letras ou representados por um 










Tabela 2. 1– Os 20 aminoácidos existentes e as correspondentes abreviaturas[10]. 
Aminoácido Abreviatura  Aminoácido Abreviatura 
Alanina Ala (A)  Isoleucina Ile (I) 
Arginina Arg (R)  Leucina Leu (L) 
Ácido aspártico Asp (D)  Lisina Lys (K) 
Asparagina Asn (N)  Metionina Met (M) 
Ácido glutâmico Glu (E)  Prolina Pro (P) 
Glutamina Gln (Q)  Serina Ser (S) 
Cisteína Cys (C)  Treonina Thr (T) 
Fenilalanina Phe (F)  Tirosina Tyr (Y) 
Glicina Gly (G)  Triptofano Trp (W) 
Histidina His (H)  Valina Val (V) 
 
 
2.1.1.1. Cola Animal 
 
 A cola animal usada maioritariamente nas preparações foi também 
usada como aglutinante pelos Primitivos (séculos XV e XVI)[3]. 
O principal componente da cola é o colagénio, uma proteína fibrosa 
formada por três cadeias de aminoácidos que se enrolam sobre a forma de 
uma hélice tripla, apresentando uma sequência repetida dos aminoácidos 
glicina – prolina – hidroxiprolina. A estrutura em hélice é mantida através de 
ligações de hidrogénio entre os grupos hidroxilo do aminoácido hidroxiprolina 
e os hidrogénios do grupo NH2 do aminoácido glicina. O colagénio na sua 
forma nativa é insolúvel em água; no entanto, quando aquecido por um 
período prolongado, origina a gelatina, resultado da cisão das ligações de 
hidrogénio da tripla hélice e da formação de novas ligações de hidrogénio 
com as moléculas de água[9,10].  
A cola animal é extraída da pele, dos ossos, dos tendões ou das 










2.1.1.2. Gema de Ovo 
 
 A têmpera de ovo representa a técnica mais utilizada na pintura sobre 
tela[5]. A têmpera de ovo é usada misturada com água, podendo-se usar não 
só o ovo inteiro, como também a gema ou clara de ovo separadamente. 
 O ovo é constituído por proteínas denominadas albuminas, que 
pertencem à classe das proteínas globulares (globulinas), as quais 
apresentam uma forma arredondada, em que os grupos hidrofílicos se 
encontram expostos para o exterior e os grupos hidrofóbicos para o interior[9]. 
 Os dois componentes do ovo - clara e gema - não apresentam 
diferenças em termos dos aminoácidos presentes, contendo moderadas 
quantidades de aminoácidos asparagina, glutamina e leucina. Os dois 
primeiros resíduos são convertidos em ácido aspártico e ácido glutâmico 
respectivamente, quando sujeitos ao processo de hidrólise. A análise destes 
aminoácidos permite distinguir uma têmpera de ovo de uma de cola ou 
caseína[9]. 
 A clara de ovo contém, como principal componente, a ovalbumina 
(glicoproteína), ao contrário da gema de ovo, que para além das proteínas 
globulares também presentes na clara, contém lípidos e um fosofolípido, a 
lecitina que é o principal componente da fracção fosfatada da gema e o 
responsável pela estabilização da emulsão[9]. Na tabela 2.2 está apresentada 
a composição média da gema de ovo. 
 
Tabela 2. 2 – Composição média da gema de ovo, fresca e seca[5]. 
 % Gema de ovo fresca % Gema de ovo seca 
Água 51 - 
Proteína 15 31 
Gordura e Óleo 22 45 
Lecitina 9 18 
Sal 1 2 
Outras substâncias 2 4 
 
 A gema de ovo apresenta vantagens como aglutinante, uma vez que a 
elevada percentagem de gordura na sua composição permite a formação de 
filmes com boas propriedades mecânicas, de coesão, adesão e elasticidade, 
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que tendem a aumentar com o passar do tempo. Possui igualmente boas 
propriedades ópticas, conservando as cores na perfeição, não havendo 
tendência para o amarelecimento[5]. 
 
 
2.1.2. Os Óleos 
 
Os óleos e as gorduras representam uma importante parte da dieta 
normal humana. Para além do seu uso na alimentação, têm sido usados, 
desde a antiguidade, para iluminação, na produção de perfumes, na medicina, 
entre outras aplicações. Os óleos usados em pintura são produtos naturais 
que podem ser extraídos a partir de diferentes sementes de plantas.  
A principal diferença entre os óleos e as gorduras reside no facto de 
que à temperatura ambiente, os primeiros se encontrarem no estado líquido e 
as últimas no estado sólido[9]. Quimicamente, os óleos e as gorduras são 
compostos por misturas de triglicéridos - ésteres formados pela combinação 
de uma molécula de glicerol com três moléculas de ácidos gordos (figura 2.3). 
Estes são formados por cadeias alifáticas com um grupo ácido carboxílico 
ligado no final da cadeia[11]. Os principais ácidos gordos presentes nos óleos 
encontram-se descritos na tabela 2.3. 
 
 








Tabela 2. 3 – Principais ácidos gordos[11]. 
Nome 
































Alguns tipos de óleos, como o óleo de linho, noz ou papoila têm a 
capacidade de secarem rapidamente quando expostos ao ar, formando um 
filme sólido, designando-se óleos secativos[12]. O óleo de linho apresenta um 
tempo de secagem inferior aos outros, devido à elevada concentração de 
ácido linolénico, uma vez que este possui maior número de insaturações na 
cadeia alifática, aumentando assim a susceptibilidade de ocorrerem 
processos de oxidação[13] (tabela 2.4); o óleo de noz caracterizado por ser 
menos secativo mas mais brilhante quando misturado com materiais coloridos 
e por fim o óleo de papoila, o menos secativo e brilhante, usado sobretudo no 






Tabela 2. 4 – Composição relativa em ácidos gordos nos principais óleos secativos 
utilizados em pintura[11]. 
Ácidos Óleo de linho (%) Óleo de noz (%) Óleo de papoila (%) 
Palmítico 6 8 10 
Esteárico 4 3 2 
Oleico 22 15 11 
Linoleico 15 61 76 





 Desde sempre que em todas as civilizações, tem havido a procura por 
substâncias coloridas, de forma a alcançar uma representação mais 
verdadeira da realidade e permitir o enriquecimento das imagens. Se nas 
sociedades primitivas eram utilizadas matérias-primas de origem vegetal ou 
mineral, na actualidade os materiais coloridos necessários para a expressão 
cromática têm sido elaborados por meio de procedimentos químicos[5]. Assim, 
a caracterização da técnica de um determinado pintor está intimamente ligada 
aos pigmentos ou corantes empregues[4]. 
 Os corantes são substâncias transparentes, solúveis e apresentam a 
capacidade de adsorver a outras substâncias, ligando-se quimicamente e 
dando origem a uma cor[5]. 
 Os pigmentos materializam-se sob a forma de pós muito finos, 
coloridos e insolúveis. Ao serem misturados com o aglutinante formam uma 
pasta mais ou menos densa que apresenta propriedades opacas[5]. Os 
diversos pigmentos existentes podem ser classificados segundo a sua origem, 
pigmentos naturais ou sintéticos; segundo a sua composição química, 
pigmentos inorgânicos ou orgânicos; ou de acordo com o tipo de cor[4]. 
 Existe uma grande diversidade de pigmentos, sendo a sua grande 
maioria carbonatos, sulfatos ou óxidos de metais de transição. Seguidamente 
apresenta-se uma breve descrição sobre os três pigmentos empregues na 
preparação de tintas, no âmbito deste trabalho: a azurite, o branco de chumbo 






 A azurite (figura 2.4) é um pigmento natural, estável à luz e ao ar, 
formado por carbonato básico de cobre sobre a forma de Cu(OH)2.2Cu(CO3) 
e que possui uma cor azul. O mineral azurite, o qual se encontra distribuído 
por diversos locais no mundo, pode ser encontrado nas partes oxidadas das 
jazidas do minério de cobre[14]. 
 
Figura 2. 4 – Pigmento azurite. 
A azurite foi um dos pigmentos azuis mais importantes presente nas 
pinturas europeias durante toda a Idade Média e Renascimento, apesar da 
existência de outro pigmento mais exótico, mas mais dispendioso, o azul 
ultramarino. Foi também empregue em grande escala nas pinturas murais 
durante as dinastias de Sung e Ming na China Central. O aparecimento do 
azul da Prússia, no início do século XVIII, substituiu largamente o uso da 
azurite na paleta de cores europeia[14]. 
 O método usual de preparação deste pigmento consistia na 
fragmentação do mineral e na sua lavagem com água. Geralmente era 
adicionado mel, cola de peixe ou uma goma à água com o objectivo de se 
separarem rapidamente as partículas de pigmento de impurezas presentes no 
mineral[15]. 
 Apesar de a azurite ser um carbonato e, por conseguinte, sensível aos 
ácidos, este pigmento mantém as suas características quando aplicado com 






2.2.2. Branco de Chumbo 
 
 O branco de chumbo (figura 2.5) foi o pigmento branco mais usado nas 
pinturas europeias de cavalete, até ao século XIX[14]. Este pigmento é 
caracterizado pela sua elevada densidade e poder de reflexão[3], e encontra-
se na forma de carbonato básico de chumbo - Pb(OH)2.2Pb(CO3), sendo o 
correspondente mineral a hidrocerussite; ou na forma de carbonato de 
chumbo neutro - PbCO3, que pode ocorrer como impureza no carbonato 
básico e a respectiva forma natural é designada como cerussite[14]. 
 
Figura 2. 5 – Pigmento branco de chumbo. 
 Vários métodos de preparação deste pigmento foram descritos por 
diferentes autores, contudo o método mais usual durante os períodos clássico 
e medieval consistia no uso de tiras de chumbo que eram colocadas, durante 
um a três meses em potes de argila próprios para o efeito, os quais 
apresentavam um compartimento separado no fundo onde se introduzia uma 
solução de ácido acético. Por sua vez, estes potes eram enterrados em 
estrume, o que permitia a formação de calor e dióxido de carbono (CO2). A 
acção combinada dos vapores de ácido acético com o CO2 e o calor permitia 
transformar lentamente o chumbo metálico em carbonato de chumbo básico. 
O produto desta reacção era depois lavado e seco, encontrando-se pronto 
para ser utilizado[14]. 
 O branco de chumbo foi usado ao longo dos tempos com uma grande 
variedade de aglutinantes. Nas pinturas europeias era utilizado 
maioritariamente em óleo vegetal secativo, enquanto na pintura italiana 
existem muitos exemplos de painéis em que o pigmento era misturado em 
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têmpera de ovo. O branco de chumbo foi também empregue com goma-
arábica e cola animal, nomeadamente nas pinturas chinesas e japonesas[14]. 
 
 
2.2.3. Vermelho de Chumbo ou Mínio 
 
 O pigmento vermelho de chumbo, também designado por mínio (figura 
2.6), foi um dos primeiros pigmentos artificiais a ser preparado e corresponde 
ao óxido de chumbo (III,IV), Pb3O4, apresentando uma cor mais laranja do 
que vermelha[16]. As primeiras referências ao uso deste pigmento remontam 
ao desenvolvimento da metalurgia do chumbo na China e no Oriente. Existe 
também informação de que era conhecido na Mesopotâmia, contudo as 
evidências directas foram perdidas[16]. 
 
Figura 2. 6 – Pigmento mínio. 
O pigmento vermelho de chumbo ocorre na natureza sob a forma do 
mineral mínio, no entanto desde há muito que é conhecida a sua produção 
artificial, a partir do aquecimento a 480ºC do branco de chumbo, durante 
algumas horas[17]. O mínio artificial caracteriza-se por ser um pó fino e por 
apresentar uma elevada pureza, uma vez que apresenta menor quantidade 
de óxido de chumbo (PbO) como contaminante, relativamente à forma 
natural[16]. 
 O mínio apresenta boas características físicas e mecânicas quando 
usado com óleo de linho, como aglutinante, uma vez que permite a formação 
de sabões, ou seja, a combinação química entre o pigmento e os ácidos 
gordos livres presentes no óleo. Estes sabões produzem agregados que 
mecanicamente reforçam o filme de pintura, permitindo uma maior 
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elasticidade e adesão. Uma das desvantagens do uso deste pigmento com o 
óleo é a alteração da cor da pintura, que se torna mais clara. Por outro lado, o 
mínio tem a tendência para escurecer quando presente em aguarelas, mas 
em óleo é bastante estável[16].  
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3. DETERIORAÇÃO DOS MATERIAIS ORGÂNICOS 
DE PINTURA 
 
O principal objectivo das intervenções de conservação e restauro é 
preservar as características originais das obras de arte. Deste modo, é 
necessário e imprescindível ter um conhecimento aprofundado sobre os 
factores que influenciam a degradação física e química dos vários materiais 
que fazem parte de uma obra de arte. Nesse sentido, é importante conhecer e 
compreender os processos de degradação e envelhecimento dos materiais. 
A degradação das obras de arte está relacionada com numerosos 
factores, alguns intrínsecos, como a própria composição; outros extrínsecos, 
como as condições ambientais e agentes biológicos; e ainda devido ao 
manuseamento, acondicionamento, restauros inadequados, entre outros[18]. 
 
 
3.1. Processo de Envelhecimento de Aglutinantes Proteicos 
 
Os resíduos de aminoácidos nas proteínas encontram-se ligados 
através de ligações peptídicas, formando a estrutura primária. Os resíduos 
que se encontram próximos na cadeia linear rearranjam-se espacialmente e 
dão origem à estrutura secundária da proteína, que é estabilizada por 
ligações de hidrogénio. Por sua vez, esta estrutura secundária rearranja-se e 
os resíduos de aminoácidos que se encontravam distantes na estrutura 
primária passam a estar perto espacialmente, ocorrendo ligações iónicas, de 
Van der Waals e interacções electrostáticas, dando origem a uma estrutura 
tridimensional, designada de estrutura terciária. Por último, ocorre a 
associação das várias cadeias polipetídicas da estrutura terciária, originando 
a estrutura quaternária. As proteínas só são activas biologicamente, após 
assumirem a estrutura quaternária[10]. 
Com o envelhecimento e ocorrência de processos de degradação, as 
várias estruturas da proteína, sofrem alterações, havendo a destruição das 
ligações e interacções e consequentemente a perda da estrutura quaternária, 
ou seja, a desnaturação da proteína[10,19]. 
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Os principais factores que influenciam a ocorrência de alterações na 
estrutura das proteínas são o processo de secagem, a oxidação induzida pela 
radiação, oxidação catalisada por metais, reacções com outros componentes 
e efeitos deteriorantes provocados por agentes químicos[19]. 
 
 
3.1.1. Processo de Secagem 
 
As tintas recentemente preparadas contêm uma grande quantidade de 
água, proveniente do aglutinante fresco, a qual evapora rapidamente assim 
que a tinta é aplicada. Com o progredir do seu processo de secagem, as 
proteínas continuam a perder gradualmente a água de forma a atingirem um 
equilíbrio com a humidade presente no ar. Deste modo, os espaços vazios 
entre as moléculas, causados pela diminuição das moléculas de água, forçam 
a estrutura da proteína a rearranjar-se, e por consequência à quebra parcial 
das ligações intramoleculares não-covalentes, designando-se este processo 
por desnaturação da proteína. Por outro lado, parte dos grupos funcionais da 
cadeia lateral, que no seu estado normal se encontram no interior, passam a 
estar disponíveis, provocando o aumento da reactividade das moléculas das 
proteínas. Após a estabilização da estrutura, os aglutinantes proteicos secos 
adquirem novas propriedades físicas, como por exemplo uma diminuição da 
solubilidade em água[19]. 
 
 
3.1.2. Oxidação Induzida pela Radiação e Catalisada por Metais 
 
Os aglutinantes de uma pintura estão sujeitos à oxidação induzida pela 
luz visível e ultravioleta, processo de oxidação que envolve um mecanismo de 
formação de radicais livres. Todos os resíduos de aminoácidos são 
susceptíveis de sofrer oxidação por parte dos radicais livres, mas nem todos 
eles são susceptíveis à oxidação catalisada por metais (presentes nos 
pigmentos). Os grupos metilo e metileno dos aminoácidos das proteínas, 
caracterizados por apresentarem hidrogénios  são os locais mais 
susceptíveis de sofrerem foto-oxidação. Os resíduos aromáticos, como o Trp, 
Tyr, Phe e aminoácidos que contenham enxofre (Cys e Met) são 
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particularmente sensíveis à oxidação radicalar. Destes, o Trp é o mais 
sensível dando origem a derivados da quinorenina (figura 3.1)[20]. Consoante 
o tipo de aminoácidos presentes numa proteína, as suas características físico-
químicas serão diferentes. Proteínas que contenham enxofre, como o ovo, 
são as mais lábeis e por isso há grande probabilidade de ocorrerem ligações 
cruzadas e reacções de oxidação. A cola animal, por não possuir aminoácidos 
com enxofre, é bastante estável, não sofrendo variações consideráveis 
durante o processo de envelhecimento[19]. 
 
Figura 3. 1 – Molécula do aminoácido triptofano (esquerda) e molécula de 
quinorenina (direita). 
 
No caso da cisteína, os grupos tiol sofrem oxidação formando-se 
ligações di-sulfureto (figura 3.2). 
 
 
Figura 3. 2 – Formação da ligação di-sulfureto através da oxidação dos grupos tiol 
do aminoácido cisteína[19]. 
 
 Pelo contrário, a metionina oxida formando-se grupos sulfóxido e 
disulfóxido (figura 3.3). 
 
 





 De uma forma geral, as modificações que ocorrem na proteína levam à 
inactivação das suas funções e ao seu desdobramento. A tabela 3.1 resume 
alguns danos provocados nas proteínas por radicais livres provenientes de 
diferentes fontes. 
 
Tabela 3. 1 - Danos provocados por radicais livres nas proteínas[20]. 
Radicais Fonte Modificações na proteína 
O2
.- Ar Oxidação –SH e redução S-S 
HO2
. Água + Ar Fragmentação selectiva e ligações cruzadas 
OH. Água 
Fragmentação e modificação dos aminoácidos, 
particularmente nos resíduos aromáticos, como a Phe, Tyr 
e Trp e no aminoácido His; 




Formação de hidroperóxidos; 
Modificação dos aminoácidos e fragmentação peptídica. 
RO. Lípidos 
Modificações nos aminoácidos, derivadas da produção de 
radicais devido à oxidação e quebra dos lípidos. 
 
No que diz respeito à oxidação das proteínas catalisada por metais, 
este é um processo específico, no qual apenas alguns aminoácidos ligados 
ao metal são preferencialmente oxidados. Os resíduos de His, Arg, Lys, Pro, 
Met, Cys, Ser e Thr são os mais comuns a sofrer este tipo de oxidação. 
Biomoléculas que contenham grupos com oxigénio, azoto e enxofre possuem 
a capacidade de se coordenarem aos metais de transição. A His, Pro, Arg e 
Lys são os maiores alvos[20].  
 
 
3.1.3. Reacções com Outros Componentes da Mistura 
 
As proteínas numa pintura podem sofrer reacções com outros 
componentes da mistura, como os lípidos e os hidratos de carbono. 
Os sistemas lípido-proteína podem ser encontrados na gema de ovo e 
em emulsões como a gema de ovo mais óleo ou a cola animal mais óleo. 
Nestes sistemas ocorre a oxidação lípidica, na qual se formam radicais livres, 
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como peróxi, alcóxi e lipídicos que são considerados os responsáveis pela 
degradação das proteínas. O escurecimento das pinturas a têmpera de ovo é 
provavelmente causado por este tipo de reacção[19]. 
Os sistemas hidratos de carbono - proteína podem ser encontrados por 
exemplo nas glicoproteínas presentes na clara de ovo. A condensação dos 
aminoácidos ou das proteínas com hidratos de carbono que contenham 
grupos carbonilo é chamada de reacção de Maillard, formando-se polímeros 
insolúveis castanhos, com grupos carboxílicos e fenólicos livres que 
bloqueiam os grupos da lisina. Para além dos açúcares, os óleos também 
contribuem com grupos carbonilo para a reacção de Maillard[19]. 
 
 
3.1.4. Efeitos Deteriorantes Provocados por Agentes Químicos 
 
Os materiais proteicos dos aglutinantes podem ainda sofrer alterações 
devido a efeitos provocados por agentes químicos, os quais são empregues 
principalmente em processos de conservação e restauro, tais como, 
solventes, ácidos e bases. 
Bases fracas, como a amónia ou alguns detergentes, são usadas em 
processos de conservação, provocando a cisão das ligações peptídicas e 
ocorrência de ligações cruzadas entre resíduos de aminoácidos. 
Ácidos orgânicos diluídos são usados para limpeza ou remoção de 
têmperas de pintura, no entanto, uma vez que as proteínas são sensíveis a 
variações de pH, este tipo de tratamentos provoca a desnaturação das 
proteínas, e consequentemente, o enfraquecimento da estrutura da pintura. 
No caso dos solventes, mesmo os não-polares provocam a 
desnaturação das proteínas. O principal efeito em têmperas proteicas é a 
remoção de água ligada estruturalmente às proteínas, provocado pelo uso de 
álcoois que modificam totalmente as propriedades químicas e físicas das 







3.2. Processo de Envelhecimento dos Óleos 
 
Ao longo dos últimos anos muitos foram os estudos[12,13,20] realizados 
com o intuito de se conhecer os mecanismos envolvidos na secagem de um 
óleo e na subsequente degradação. No entanto, devido à sua complexidade e 
à possibilidade de ocorrerem diferentes mecanismos simultaneamente, 
persiste a dificuldade em estabelecer o modelo exacto para caracterizar o 
envelhecimento normal de uma pintura[12]. Este processo inicia-se com a 
secagem do óleo e, de seguida, com processos de oxidação, levando muitas 
vezes à sua degradação. 
 
 
3.2.1. Secagem e Degradação Oxidativa de um Óleo 
 
O processo de secagem dos óleos baseia-se na reactividade química 
das ligações duplas dos ácidos gordos insaturados, presentes nos 
triglicéridos, que, em combinação com o oxigénio presente no ar, reagem 
formando uma rede polimérica, ocorrendo a degradação química dos 
materiais que constituem uma pintura[11]. 
A fase inicial deste processo começa com a formação de radicais 
livres, pela eliminação de um átomo de hidrogénio de um grupo metileno na 
posição  em relação a uma ligação dupla ou de um grupo metileno entre 
duas insaturações. Este radical é estabilizado por ressonância, ocorrendo de 
seguida um rearranjo e a obtenção de outros dois radicais (figura 3.4)[9]. 
 
Figura 3. 4 – Radical livre estabilizado por ressonância. 
 
Os radicais obtidos apresentam uma elevada reactividade, havendo a 
possibilidade de ocorrerem inúmeras reacções posteriores, sendo que a mais 






Figura 3. 5 – Radicais peróxi formados a partir da reacção de radicais livres com o 
oxigénio do ar. 
 
Os radicais peróxi, por sua vez, podem abstrair um átomo de 
hidrogénio de outra molécula de um ácido gordo insaturado (reacção de 
propagação), obtendo-se hidroperóxidos (figura 3.6). 
 
 
Figura 3. 6 – Radicais hidroperóxidos formados a partir de radicais peróxi. 
 
Estas reacções provocam o aumento da cadeia, sem contudo haver 
nenhuma ligação entre as unidades do triglicérido. Para além da abstracção 
de hidrogénio pode haver a adição dos radicais peróxi (figura 3.7) a sistemas 
de ligações duplas, principalmente aqueles com ligações duplas conjugadas, 
formando-se um dímero ligado ao grupo peróxi. Este radical pode depois 
rearranjar-se e/ou reagir de várias formas. 
 
Figura 3. 7 – Adição de um radical peróxi a um sistema de ligações duplas 
conjugadas, originando um dímero. 
 
Semelhante às reacções com peróxi, pode também haver a adição a 
duplas ligações por parte de radicais alcóxi, produzidos pela homólise dos 
dihidroperóxidos ou peróxidos, formando-se derivados de éteres (figura 3.8). 
 
Figura 3. 8 – Adição de um radical alcóxi a um sistema de ligações duplas 
conjugadas, originando derivados de éteres. 
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Pode ainda haver a adição de radicais de carbono a ligações duplas 
(figura 3.9). 
 
Figura 3. 9 – Adição de um radical de carbono a um sistema de ligações duplas, 
dando origem a um outro radical. 
 
As reacções na cadeia carbonada terminam com a formação de 
produtos não radicalares (reacção de terminação) através da reacção entre 
dois radicais ou ainda através da oxidação de radicais de carbono, dando 
origem a carbocatiões. Estes carbocatiões formam-se devido à presença de 
iões metálicos no filme da pintura e podem então perder um protão, voltando-
se a formar a dupla ligação (figura 3.10). 
 
Figura 3. 10 – Reacções de terminação. a) Reacção entre dois radicais; b) Oxidação 
de radicais de carbono, dando origem a um carbocatião e posteriormente a um 
alceno. 
 
Os diferentes mecanismos que ocorrem durante a secagem e 
envelhecimento de um óleo são certamente mais complicados do que o que 
foi explicado anteriormente, uma vez que é necessário ter em conta os 
diferentes tipos de ácidos gordos, as transformações cis-trans que resultam 
das sucessivas adições de oxigénio, o papel da foto-oxidação na formação de 
hidroperóxidos e muitas outras reacções que podem ocorrer no óleo[12]. 
Outro factor que influencia grandemente a secagem de um óleo é a 
presença de pigmentos, os quais apresentam a capacidade de catalisar ou 
inibir as reacções, influenciando a activação de oxigénio ou a quebra dos 
hidroperóxidos e dando origem à formação de carboxilatos metálicos. A 
descoloração de uma pintura é a indicação mais óbvia de tal processo. No 
entanto, o endurecimento das pinturas é outra indicação da alteração física, 
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sendo descrito como uma rede poli-aniónica, na qual diferentes grupos 
carboxílicos são estabilizados por iões metálicos, onde os pigmentos são a 





4. TÉCNICAS ANALÍTICAS PARA O ESTUDO 
CIENTÍFICO DE OBRAS DE ARTE 
 
No passado, o estudo de uma obra de arte era realizado, 
principalmente sobre uma perspectiva histórico-artística. Por outro lado, as 
intervenções sobre uma obra destinada ao restauro ou à conservação eram 
baseadas em critérios empíricos. Hoje em dia e devido ao desenvolvimento 
na ciência durante o século XX, este tipo de abordagem não é mais aceitável 
nem suficiente, quando se pretende realizar o estudo de uma peça. Desta 
forma, as contribuições das diferentes disciplinas científicas são 
extremamente importantes para o seu estudo e conservação[21]. 
O estudo de uma obra de arte é feito mediante a aplicação sistemática 
de métodos científicos. Esta abordagem é realizada com base em dois tipos 
de exame complementares: o exame de área e o exame pontual[4]. 
O exame de área é realizado utilizando instrumentos que não 
provocam alterações na obra, devendo este ser realizado sempre antes do 
exame pontual. Este exame inicia-se com a observação detalhada à vista 
desarmada e à lupa, seguido a utilização de técnicas à base de radiações 
electromagnéticas, desde os raios X até aos infravermelhos. Exemplos 
dessas técnicas são a fotografia de luz rasante, fotografia de luz 
monocromática de sódio, fotografia de radiação UV, fotografia de radiação IV, 
reflectografia de IV e radiografia[4]. Este tipo de exame permite ter uma ideia 
dos passos a seguir no estudo de uma obra de arte, nomeadamente das 
áreas a estudar posteriormente no exame pontual. 
O exame pontual corresponde à análise de amostras ou fragmentos 
retirados da própria obra ou à análise in situ, ou seja, directamente na obra de 
arte sem recolha de amostra. As técnicas usadas podem ser destrutivas ou 
não destrutivas, consoante ocorre preservação ou não da amostra. O exame 
pontual, em geral, tem como objectivo o conhecimento da composição e 
estrutura de uma determinada obra, através de técnicas como a microscopia 
ou a análise físico-química[4]. 
Uma grande variedade de técnicas analíticas está disponível para o 
estudo de obras de arte, englobando diversas áreas. Muitas destas técnicas 
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são de baixo custo e relativa facilidade de manuseamento, outras pelo 
contrário, apresentam um elevado custo e a necessidade de um maior 
conhecimento técnico. A escolha das técnicas a usar deve ter em conta, para 
além de razões financeiras e de simplicidade, o objectivo que se pretende de 
forma a obter resultados de qualidade e em que é possível retirar o maior 
número de informação possível[22]. No estudo científico de uma obra de arte 
são empregues uma grande variedade de técnicas, nomeadamente a micro-
espectroscopia de IV, a micro-espectroscopia de Raman, a micro-
espectroscopia de fluorescência de raios X, a cromatografia líquida de alta 
eficiência acoplada à espectrometria de massa e a cromatografia gasosa 
acoplada à espectrometria de massa[21,22]. 
No entanto para se obterem resultados seguros, geralmente é 
necessário recorrer a mais do que uma técnica, de forma a complementar os 
resultados obtidos. É de salientar que o facto de se estudar obras de arte, o 
tipo de amostra e a sua dimensão requerem procedimentos um pouco 
diferentes dos habitualmente usados noutras áreas, e por conseguinte, as 
técnicas e respectivos aparelhos são muitas vezes adaptados 
especificamente para este tipo de análise. 
 
 
4.1. Micro-espectroscopia de Infravermelho com Transformada de 
Fourier (-FTIR) 
 
A micro-espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier 
não é mais do que a associação entre um microscópio óptico e um 
espectrómetro de IV interferométrico, associando deste modo as vantagens 
da microscopia com as da espectroscopia[23]. Esta técnica tem aplicações em 
áreas como a conservação e restauro, farmacêutica e forense, fazendo com 
que seja uma ferramenta poderosa na análise de amostras de pequenas 
dimensões. 
O aparecimento da micro-espectroscopia de IV remonta aos anos 50, 
mas só nos anos 70, dois desenvolvimentos contribuíram para a rápida 
expansão desta técnica. O primeiro foi o aparecimento dos computadores, 
que associados ao interferómetro de Michelson originaram a espectroscopia 
 29 
 
de infravermelho com transformada de Fourier e, consequentemente, a -
FTIR. O segundo desenvolvimento foi o aparecimento do detector de telureto 
de mercúrio e cádmio (MCT), que necessita de ser arrefecido com azoto 
líquido, mas que é 50 vezes mais sensível do que o detector normalmente 
usado, o detector de sulfato de triglicina deuterado (DTGS)[24]. 
A região de comprimento de onda no espectro de infravermelho com 
maior interesse na área da química é a região do infravermelho médio (4000-
400 cm-1). Deste modo o microscópio de infravermelho requer a utilização de 
ópticas reflectivas, uma vez que as usadas na região do visível são de vidro e 
não são transparentes na região de interesse[23]. 
O suporte do microscópio deve ser robusto, livre de vibrações e largo o 
suficiente para suportar a parte óptica do microscópio. O suporte para a 
amostra deve permitir colocar amostras de diferentes tamanhos e espessuras. 
A parte óptica consiste numa fonte de luz, um condensador, objectiva e a 
parte ocular, trabalhando em conjunto de forma a obter-se boas imagens. A 
ampliação e resolução são determinadas, em primeiro lugar, pela objectiva e 
em segundo lugar, pela ocular. É imprescindível que a iluminação seja 
uniforme de forma a obter-se imagens de qualidade. No geral, a radiação IV 
do espectrómetro é direccionada para o microscópio, focada na amostra e 
enviada para o detector arrefecido[23]. 
Os espectros podem ser obtidos no modo de transmissão ou de 
reflexão. A vantagem do modo de transmissão é a análise quantitativa, no 
entanto as amostras são geralmente analisadas sob a forma de partículas, 
fibras ou cortes estratigráficos. Cada amostra é comprimida na microcélula de 
compressão de diamante, formando-se um filme muito fino. A vantagem do 
modo de reflexão é a não destruição da amostra, uma vez que precisa de 
pouca ou nenhuma preparação, e útil em amostras muito absorventes, não 
transmitem em IV[23,25]. 
As principais vantagens da técnica de -FTIR são a elevada 
sensibilidade, rapidez na aquisição dos espectros, boa razão sinal/ruído e a 





4.2. Cromatografia Líquida de Alta Eficiência (HPLC) 
 
A cromatografia diz respeito a um conjunto de métodos em que o 
objectivo é separar componentes de uma mistura, distribuindo-os em duas 
fases (estacionária e móvel). Os componentes que são fortemente retidos 
pela fase estacionária movem-se lentamente através da fase móvel. Pelo 
contrário, componentes que não possuem afinidade com a fase estacionária 
são eluídos rapidamente. Como consequência das diferenças de mobilidade, 
os vários componentes da mistura são separados de acordo com o seu tempo 
de retenção, originando bandas, podendo ser analisados qualitativa ou 
quantitativamente[26]. 
Na cromatografia líquida em coluna, a fase móvel passa através de 
uma coluna (de metal, revestida com a fase estacionária). Na grande maioria 
dos casos, é colocado um detector à saída da coluna que regista 
continuamente a composição do efluente. Neste caso a eluição das bandas é 
detectada e a representação obtida constitui o cromatograma[26]. 
A cromatografia líquida de alta eficiência (HPLC) apresenta uma 
elevada resolução, relativamente à cromatografia líquida tradicional, uma vez 
que as partículas que constituem a coluna possuem uma dimensão reduzida. 
Desta forma, a fase estacionária oferece resistência à passagem da fase 
móvel, sendo necessário aplicar uma pressão elevada. As colunas utilizadas 
podem ser de fase normal ou de fase reversa. No primeiro caso a fase 
estacionária usada é mais polar que os eluentes e no segundo caso, a fase 
estacionária é menos polar que os eluentes. 
 
 
4.2.1. Análise de Aminoácidos pelo Método Pico-Tag 
 
A análise de aminoácidos tem como objectivo determinar a composição 
em aminoácidos de proteínas, péptidos ou outros produtos[27]. Os métodos 
usados na análise de aminoácidos são geralmente cromatográficos.  
O método Pico-Tag[28] consiste na hidrólise das proteínas nos seus 
aminoácidos constituintes, através da exposição a ácido clorídrico durante 




É recomendável o uso de um padrão interno, que é usado para 
monitorizar perdas durante a hidrólise. Este padrão não deve ocorrer em 
proteínas, deve ser comercializado e de baixo custo. O padrão interno 
geralmente usado é a Norleucina, uma vez que não ocorre em proteínas, é 
estável ao passo da hidrólise ácida e pode ser separado 
cromatograficamente[28]. 
A hidrólise ácida influencia a recuperação dos 20 aminoácidos que 
ocorrem naturalmente, como pode ser observado na tabela 4.1. 
 
Tabela 4. 1 – Efeitos da hidrólise ácida em vários aminoácidos[18,29]. 
Aminoácidos Efeitos da hidrólise ácida 
Asp, Glu, Ala, 
Leu, Lys, Gly 
Totalmente recuperados 
Asn, Gln Desaminados e convertidos em Asp e Glu. 
Trp Destruído 
Cys 
É normalmente recuperada sob a forma de cistina, mas a recuperação é 
baixa, devido à destruição parcial 
Ser, Tyr, Thr Destruídos significativamente (>30%) 
Val, Leu, Ile, 
Phe 
Resíduos hidrofóbicos, difíceis de hidrolisar quando estão adjacentes a 
outros resíduos hidrofóbicos 
Met Parcialmente oxidada 
 
A perda da Asp, Glu e Trp limita a detecção a 17 aminoácidos. 
No caso particular deste estudo, uma vez que o detector (UV) não 
permite a detecção de aminoácidos livres, após o passo da hidrólise é 
necessário derivatizá-los. O reagente de derivatização usado, com base no 
método Pico-Tag, foi o PITC (fenilisotiocianato) que é convertido em 
feniltiocarbamil (PTC – aminoácido) (figura 4.1). Os PTC - aminoácidos são 
separados por HPLC e identificados a 254 nm[18,30]. 
 
 
Figura 4. 1 – Mecanismo de derivatização dos aminoácidos com PITC. 
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4.2.2. Cromatografia de Troca Iónica 
 
A cromatografia de troca iónica consiste num método de separação de 
iões, utilizando uma resina de troca iónica. Se a separação for de aniões 
denomina-se troca aniónica, se pelo contrário, for de catiões, é chamada troca 
catiónica. Neste trabalho foi utilizada a cromatografia de troca catiónica, de 
forma a remover os catiões de cobre das amostras de tinta contendo azurite. 
O processo de troca catiónica baseia-se no equilíbrio entre catiões 
presentes numa solução e os grupos ácido que constituem a resina. As 
resinas catiónicas mais comuns, são constituídas por grupos ácido sulfónico 
(SO3
-H+), um ácido forte, ou grupos ácido carboxílico (COO-H+), um ácido 
fraco[26]. 
Quando os grupos SO3
-H+ entram em contacto com uma solução 
aquosa que contem catiões metálicos (Mx+), ocorre um equilíbrio entre eles, 
que é descrito na figura 4.2[26]. 
     
                
    
       
  sólido       solução         sólido solução 
Figura 4. 2 – Equilíbrio entre os grupos SO3
-H+ presentes na resina e os catiões 
Mx+ da solução.  
 
 
4.3. Pirólise Seguida de Cromatografia Gasosa Acoplada à 
Espectrometria de Massa (Py-GC/MS) 
 
A cromatografia gasosa acoplada à espectrometria de massa, consiste 
na separação cromatográfica dos componentes de uma mistura, entre uma 
fase estacionária líquida ou sólida e uma fase móvel gasosa designada por 
gás de arraste, normalmente hélio. Após a separação dos vários 
componentes, estes são ionizados e analisados de acordo com a sua razão 
massa/carga, no espectrómetro de massa[26]. A introdução da amostra pode 
ser feita recorrendo a um pirolisador, que não é mais que uma unidade 
composta por um controlador e o próprio pirolisador. O controlador fornece a 
energia eléctrica necessária para o aquecimento[31]. 
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 A pirólise consiste num pré-tratamento térmico da amostra numa 
atmosfera inerte. Os compostos são fragmentados pelas temperaturas 
elevadas (600-800 ºC), de forma a produzir moléculas voláteis. O pirograma 
obtido mostra os fragmentos decompostos e é considerado como uma 
impressão digital da matriz original[32]. 
A pirólise é particularmente útil no campo da arte, uma vez que, apesar 
de ser uma técnica destrutiva, requer uma pequena quantidade de amostra 
(<1 mg). Existem três tipos de pirolisadores, de filamento, de ponto de Curie e 
de forno. O pirolisador utilizado neste trabalho foi o de filamento. Neste caso, 
a pirólise ocorre numa resistência de platina que é aquecida até uma 
temperatura de 600-800 ºC durante alguns micro-segundos[32]. 
Uma das desvantagens do uso da pirólise é a baixa volatilidade dos 
produtos de pirólise, como por exemplo compostos polares derivados de 
ácidos, álcoois e de aminas não são adequados para a análise por 
cromatografia gasosa, não sendo completamente eluídos e ficando retidos na 
coluna. Deste modo, a sua baixa volatilidade causa uma fraca 
reprodutibilidade, baixa sensibilidade e efeitos de memória. Esta limitação foi 
ultrapassada efectuando a derivatização das amostras. Existem diferentes 
agentes derivatizantes, sendo que o utilizado foi o hidróxido de 
tetrametilamónio (TMAH)[33]. 
A pirólise na presença do TMAH hidrolisa as ligações éster, formando-
se sais de tetrametilamónio, os quais são dissociados, originando derivados 
metilados (figura 4.3). No entanto, a principal limitação desta técnica está 
relacionada com a ocorrência de reacções de descarboxilação, isomerização 
e a formação de produtos desidratados. O TMAH induz a decomposição da 
fase estacionária da coluna cromatográfica[33]. 
         
                           
       
              
                     
Figura 4. 3 – Suposto mecanismo de reacção de metilação com TMAH[32].  
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5. PARTE EXPERIMENTAL 
 
O trabalho desenvolvido teve como objectivo a aplicação de diferentes 
técnicas analíticas para caracterização/identificação de aglutinantes de 
pintura. Para isso, tentou-se reproduzir a técnica de pintura de cavalete usada 
a partir do século XV[34], começando-se por efectuar a preparação da tela 
para a posterior aplicação de tintas preparadas com diferentes aglutinantes e 
pigmentos. A sua preparação baseou-se nos procedimentos utilizados 
tradicionalmente pelos pintores. 
Para a preparação da tela escolheu-se um tecido de linho que foi 
agrafado a um suporte de madeira e, de seguida procedeu-se à aplicação da 
camada de encolagem. O material aplicado nesta camada consistiu numa 
cola de origem animal, preparada através da dissolução de 25 g de cola 
animal em 50 mL de água desionizada[1]. Depois de preparada, a cola foi 
aplicada com uma trincha sobre a tela. Após a secagem da cola, procedeu-se 
à aplicação da camada de preparação feita à base de gesso aglutinado com 
cola animal. Após esta camada se encontrar completamente seca, procedeu-
se ainda à aplicação de uma camada de óleo de linho, contendo 1% de um 
agente secativo[1] da Talens, material utilizado pelos pintores para acelerar o 
processo de secagem do óleo. Esta aplicação foi feita em apenas metade da 
tela, de forma a melhorar a adesão à camada de preparação das tintas 
contendo óleo. Os vários passos na obtenção da camada de preparação 
encontram-se na figura 5.1. 
 
Figura 5. 1 – a) Processo de encolagem; b) Camada de preparação; c) Camada de 




Os aglutinantes utilizados na preparação das tintas estudadas neste 
trabalho foram a gema de ovo, a cola animal e o óleo de linho (figura 5.2). As 
têmperas de ovo e cola foram preparadas diluindo-se a gema de ovo e a cola, 
respectivamente, em água[1]. Os pigmentos escolhidos foram a azurite, o 
branco de chumbo e o mínio (figura 5.2). Este último é um pigmento artificial 
que foi preparado a partir do branco de chumbo (Pb(OH)2.2Pb(CO3)), 
aquecendo-se cerca de 100 g de branco de chumbo na mufla com fluxo de ar, 
a uma temperatura de 430 ºC e durante 4 horas[16]. As tintas foram 
preparadas usando-se 1mL de aglutinante e adicionando o pigmento até se 
obter uma consistência adequada para aplicação com trincha. 
 
Figura 5. 2 – a) Aglutinantes usados: têmpera de gema de ovo, têmpera de cola 
animal, óleo de linho; b) Pigmentos usados: mínio, branco de chumbo, azurite. 
 
As várias tintas preparadas foram aplicadas sobre a tela (figura 5.3). 
Na tabela 5.1 estão apresentados os diferentes filmes realizados e a sua 
correspondente composição. 
 






Tabela 5. 1 – Filmes de tinta aplicadas na tela e a sua correspondente composição. 
Nº Composição Nº Composição 
1 gema de ovo 15 óleo : gema de ovo (1:2) + mínio 
2 gema de ovo + azurite 16 óleo : gema de ovo (1:2) + branco de Pb 
3 gema de ovo + mínio 17 óleo : gema de ovo (2:1) 
4 gema de ovo + branco de Pb 18 óleo : gema de ovo (2:1) + azurite 
5 cola animal 19 óleo : gema de ovo (2:1) + mínio 
6 cola animal + azurite 20 óleo : gema de ovo (2:1) + branco de Pb 
7 cola animal + mínio 21 óleo : cola (1:2) 
8 cola animal + branco Pb 22 óleo : cola (1:2) + azurite 
9 óleo  23 óleo : cola (1:2) + mínio 
10 óleo + azurite 24 óleo : cola (1:2) + branco de Pb 
11 óleo + mínio 25 óleo : cola (2:1) 
12 óleo + branco de Pb 26 óleo : cola (2:1) + azurite 
13 óleo : gema de ovo (1:2) 27 óleo : cola (2:1) + mínio 
14 óleo : gema de ovo (1:2) + azurite 28 óleo : cola (2:1) + branco de Pb 
 
Após dois meses de secagem, recolheu-se de cada um dos filmes uma 
micro-amostra, contendo todas as camadas desde a preparação até às 
cromáticas, com o auxílio de uma lupa e bisturi microcirúrgico. De seguida, 
efectuou-se a preparação de cortes estratigráficos com as amostras 
recolhidas dos filmes, através da sua inclusão numa resina epóxida (Epofix da 
Struers), que se deixou endurecer durante cerca de 24 horas. Seguidamente 
procedeu-se ao polimento dos blocos de resina endurecida contendo a 
amostra, até surgir à superfície com as várias camadas que a constituem 
perpendiculares à superfície do bloco de resina, de forma que estas 







Figura 5. 4 – Processo de recolha e montagem de amostras. a) Material para 
recolher as amostras; b) Lupa binocular; c) Molde de PVC; d) Bloco obtido após 
secagem da resina. 
 
Os cortes estratigráficos foram observados ao microscópio óptico Leitz, 
modelo Wetzlar, que se encontra equipado com uma câmara digital Leica 
DC200, a qual permite a captação das imagens observadas no microscópio. 
Os cortes foram observados no modo de luz reflectida com um poder de 
ampliação de 110 x (figura 5.5). 
 
Figura 5. 5 – a) Microscópio óptico; b) Corte estratigráfico da amostra n.º 10. 
 
 
5.1. Envelhecimento Artificial de Aglutinantes 
 
De forma a avaliar os processos de degradação dos filmes preparados 
(puros e misturados com pigmentos) procedeu-se à realização de ensaios de 
envelhecimento artificial por exposição à luz. Desta forma dividiu-se cada 
filme em dois e utilizou-se uma das partes para efectuar este envelhecimento. 
O envelhecimento artificial por exposição à luz foi realizado numa 
câmara de radiação UV-Vísivel Solarbox 300E (figura 5.6), que se encontra 
equipada com uma lâmpada de Xénon e com um filtro que elimina toda a 
radiação abaixo dos 310 nm, simulando a radiação filtrada através de uma 
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janela de vidro. Para o processo realizado, a câmara funcionou a uma 
irradiância de 400 W/m2 e com uma temperatura de corpo negro de 55 ºC. 
Inicialmente fez-se um ciclo de 168 h de exposição, no entanto através da 
análise por -FTIR, verificou-se que as amostras não tinham sofrido alteração, 
tendo-se efectuado mais um ciclo de 168 h. Deste modo o tempo total de 
exposição dos filmes foi de 338 horas. 
 
 
Figura 5. 6 – Câmara de radiação UV-Vísivel Solarbox 300E. 
 
 
5.2. Análise por Micro-espectroscopia de Infravermelho com 
Transformada de Fourier (-FTIR) 
 
A análise por -FTIR teve como objectivo controlar o processo de 
envelhecimento, de forma a verificar se os filmes de tinta apresentavam 
degradação, para posteriormente serem analisados por HPLC. Deste modo, a 
análise por -FTIR de todas as amostras, quer as que não sofreram 
envelhecimento como as que foram sujeitas ao envelhecimento artificial, foi 
realizada utilizando um espectrómetro Nexus 670 FTIR da Thermo Nicolet 
com o miscroscópio Continum acoplado (figura 5.7). 
A aquisição e tratamento dos espectros, bem como a monitorização do 
aparelho foi feita recorrendo ao software OMNIC 5.2. Dado que os 
espectrómetros de IV interferométricos são de feixe único, é necessário 
efectuar um background antes de adquirir o espectro. Os espectros adquiridos 
foram traçados no modo de transmissão, entre os 4000 cm-1 e os 650 cm-1, 
nas seguintes condições: 
 Número de varrimentos da amostra: 256; 
 Número de varrimentos do background: 256; 
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 Resolução: 4 cm-1; 
 Detector de telureto de mercúrio e cádmio (MCT – 
Mercury/Cadmium Telluride) 
 
Figura 5. 7 – Espectrómetro Nexus 670 FTIR da Thermo Nicolet com o miscroscópio 
Continum acoplado. 
 
As amostras para análise por -FTIR sofreram uma preparação prévia 
que consistiu apenas na compressão da amostra numa microcélula de 
compressão de diamante Spectra-Tech Sample Plan (figura 5.8). Esta célula 
é constituída por duas janelas planas de diamante tipo IIA de 2 mm de 
diâmetro montadas num suporte metálico (aço) de 13 mm, uma anilha de 
borracha protectora, um suporte para acomodar as janelas sob pressão e 
uma tampa que enrosca nesse suporte realizando a compressão. 
 
Figura 5. 8 – Microcélula de compressão de diamante Spectra-Tech Sample Plan. 
 
 
5.3. Análise por Cromatografia Líquida de Alta Eficiência (HPLC) 
 
O conjunto de amostras não envelhecidas e envelhecidas, juntamente 
com os aglutinantes puros (óleo de linho, gema de ovo e cola animal) foram 
analisados por HPLC num cromatógrafo Alliance 2795 da Waters (figura 5.9), 
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ao qual está acoplado um detector PDA 996, ambos da Waters. O software 
usado para controlo do equipamento e tratamento de dados foi o Millennium 
da Waters. 
 
Figura 5. 9 – Cromatógrafo Alliance 2795 da Waters e forno da coluna da Waters. 
 
Por HPLC foram igualmente analisadas um conjunto de seis amostras, 
recolhidas de diferentes pinturas do Retábulo Flamengo da Sé de Évora, 
pertencente ao Museu de Évora. Foi também analisada uma amostra da 
camada de preparação de um escudo de aparato lacado do século XVI/XVII, 
pertencente à colecção do Museu Soares dos Reis. Foi ainda analisada uma 
amostra recolhida de uma pintura do Retábulo de Ferreira do Alentejo. As 
diferentes amostras analisadas estão apresentadas na tabela 5.2. 
 
Tabela 5. 2 – Amostras reais analisadas por HPLC. 
Amostra Camada Origem 
24-04 A Preparação 
Retábulo Flamengo da Sé 
de Évora 
24-04 D_prep Preparação 




24-04 B1 Camada cromática verde 
24-04 B6 Camada cromática verde 
19-01 VI.1 Camada cromática azul 
Retábulo de Ferreira do 
Alentejo 




5.3.1. Utilização do Método Pico-Tag na Identificação de Aglutinantes 
Proteicos. 
 
A método utilizado para a realização das análises das amostras 
estudadas por HPLC foi o método Pico-Tag[18,28], com algumas adaptações, 
nomeadamente, a preparação de algumas soluções no laboratório ou a 
adição de ácido clorídrico directamente ao tubo de hidrólise. Com este 
método, as proteínas são hidrolisadas com ácido clorídrico, sendo os 
aminoácidos resultantes da hidrólise derivatizadas com fenilisotiocianato 
(PITC). 
Os reagentes usados para este procedimento foram as seguintes: 
ácido clorídrico 37% da Riedel-deHaën; etanol absoluto HPLC grade da 
Panreac; metanol HPLC grade da Panreac; acetonitrilo para HPLC da 
LiChrosolv; hidróxido de amónia 30% em NH3 da Panreac; trietilamina 99.5% 
da Aldrich; fenilisotiocianato da Pierce; eluente A1 Pico-Tag da Waters, 
tampão diluente2 de amostras Pico-Tag da Waters, solução de padrões de 
aminoácidos H3 da Pierce e padrões de aminoácidos (norleucina e 
hidroxiprolina) para cromatografia de papel e camada fina da BDH. 
 
 
5.3.1.1. Procedimento Experimental 
 
Soluções 
 Ácido clorídrico 6 N 
 Solução de secagem: 122 L de água, 122 L de etanol e 61 L de 
trietilamina (para 28 amostras) 
 Solução de derivatização: 420 L de etanol, 60 L de água, 60 L de 
trietilamina e 60 L de PITC (para 28 amostras) 
 Solução tampão diluente Pico-Tag 
 Padrão interno de L-Norleucina: 0,01 mg/mL em HCl 0,1 M 
                                                          
1
 0,23 M acetato de sódio em água, pH=6.40, com 0,5 mL de trietilamina e 60 mL de 
acetonitrilo por litro. 
2
 5 mM hidrogenofosfato de sódio, pH=7.40, com 5% de acetonitrilo. 
3
 Contém 2,5 mol/mL de cada aminoácido (excepto L-Cistina cujo valor é 1,25mol/mL) em 
solução de 0,1 N HCl. Amónia, L-Alanina, L-Arginina, L-Ácido Glutâmico, Glicina, L-Histidina, 




 Padrão do aminoácido Hidroxiprolina: 0,01 mg/mL em HCl 0,1 M 
Hidrólise 
1. Ligar a estufa a 110 ºC. Ligar o exaustor da estufa. 
2. Colocar a amostra directamente no tubo de hidrólise.4 
3. Colocar 10 L do padrão de aminoácidos num tubo de hidrólise. Este 
padrão será seco e derivatizado juntamente com as amostras. 
4. Colocar 10 L do aminoácido hidroxiprolina num tubo de hidrólise. 
5. Usar um tubo vazio como “branco de hidrólise”. 
6. Adicionar 10 L de norleucina a todas as amostras, ao padrão de 
aminoácidos e ao “branco de hidrólise”. 
7. Em cada tubo, adicionar 400 L da solução de ácido clorídrico 6 N e 
um grânulo anti-bumping5. Tapar os tubos e agitar no vórtex. 
8. Colocar os tubos na estufa durante 24 horas. 
9. Retirar os tubos da estufa e deixar arrefecer. 
10.  Colocar os tubos no congelador até se efectuar a secagem. 
Secagem 
11.  Adicionar 10 L da solução de secagem a cada tubo e misturar 
vigorosamente no vórtex. 
12.  Congelar os tubos com azoto líquido e colocar os tubos destapados no 
liofilizador da Labconco durante cerca de 2 horas até secar. 
Derivatização 
13.  Adicionar 20 L da solução de derivatização a cada tubo e misturar 
vigorosamente no vórtex. 
14.  Deixar os tubos repousar à temperatura ambiente durante cerca de 20 
minutos. 
15.  Congelar os tubos com azoto líquido e voltar a colocá-los destapados 
no liofilizador durante aproximadamente 1 hora, fazendo com que o 
tempo total de secagem seja de 2 a 3 horas. 
16.  Dissolver as amostras e os padrões de aminoácidos em 500 L da 
solução tampão diluente Pico-Tag6. 
                                                          
4
 Identificar cada tubo com papel autocolante e não directamente no tubo com caneta de 
acetato, uma vez que o HCl dissolve a tinta durante o processo de hidrólise. 
5
 Grânulo anti-bumping da Laboratory reagent BDH. 
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17.  Efectuar de seguida a análise por HPLC. 
As amostras foram injectadas no HPLC, usando as seguintes 
condições: 
 Reservatórios: 
A: eluente A Pico-Tag; 
B: 60% acetonitrilo e 40% água; 
C: 100% metanol; 
D: água com 2,5% de metanol; 
 Condições de separação:  
Temperatura da coluna a 38 ºC; 
Volume injectado de 20 L; 
Coluna Pico-Tag da Waters para análise de aminoácidos 
hidrolisados 
 Gradiente linear dos eluentes: 
Iniciou-se com 100 % de A durante 12.50 minutos, após 
este tempo passou para 54 % de A e 46 % de B e ao fim 
de 13 minutos de corrida mudou para 100 % de B, que foi 
mantido até aos 16 minutos de corrida. 
 Fluxo de 0,8 mL/min 
 
Após a análise, os cromatogramas foram obtidos a um comprimento de 
onda de 256 nm, integrados e tratados usando o software Millennium. 
 
 
5.3.2. Implementação da Cromatografia de Troca Iónica 
 
Um dos grandes problemas na análise por HPLC de amostras de 
pintura é a presença de determinados pigmentos inorgânicos, que interferem 
na análise, particularmente aqueles que possuem catiões de cobre, como é o 
caso da azurite. A presença destes catiões origina a formação de complexos 
entre o cobre e os aminoácidos, impedindo a derivatização completa das 
proteínas, impossibilitando a obtenção de um cromatograma com os picos 
                                                                                                                                                                       
6
 Se não for possível analisar de seguida as amostras por HPLC, congelar as amostras no 
congelador até poderem ser analisadas e só aí adicionar a solução tampão diluente Pico-Tag. 
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dos vários aminoácidos bem resolvidos e portanto, a identificação do 
aglutinante presente na amostra[35]. 
Anteriormente já houve tentativas de remoção deste catião de forma a 
permitir a análise por HPLC de amostras de tintas contendo catiões de 
cobre[18], no entanto não foi conseguido. Neste trabalho, um dos objectivos foi 
a tentativa de implementar um método onde fosse possível esta análise e, de 
acordo com bibliografia relacionada[35], tentou-se pôr em prática a técnica de 




5.3.2.1. Procedimento Experimental 
 
A cromatografia de troca iónica foi efectuada após o passo da hidrólise 
dos aminoácidos e apenas para as amostras que contém na sua composição 
o pigmento azurite. Uma vez que este processo é feito com quantidades 
mínimas de amostra, adaptou-se uma pipeta de Pasteur para funcionar como 




 Solução de H2O/CH3OH (1:1) 
 HCl 2 M 
 HCl 0,02 M 
 NH3 1,5 M, sob a forma de NH4OH 
Procedimento 
1. Preparar a coluna de vidro com uma resina de troca iónica Dowex-50W 
(figura 5.10). 
2. Fazer o condicionamento da coluna com 5 mL de H2O/CH3OH (1:1), 10 
mL de HCl 2 M e lavagem com água até a resina ter um pH neutro. 
3. Introduzir na coluna o hidrolisato. 
4. Lavar a coluna com 3 mL de HCl 0,02 M 
5. Eluir os aminoácidos com 4 mL de NH3 1,5 M. 





Figura 5. 10 – Colunas cromatográficas de troca iónica, de amostras que contêm 
azurite. 
 
Após secagem do eluato, efectuou-se o restante procedimento do 
método Pico-Tag (secagem e derivatização). Com este método de troca 
iónica foi então possível remover os catiões de cobre e analisar por HPLC, 
obtendo-se um cromatograma, o qual não era obtido sem este passo de 
remoção do interferente. 
 
 
5.4. Análise por Pirólise Seguida de Cromatografia Gasosa 
Acoplada à Espectrometria de Massa (Py-GC/MS) 
 
Pela técnica de Py-GC/MS foi apenas analisada uma parte das 
amostras não envelhecidas, uma vez que se pretendia entender a influência 
da mistura óleo/ovo na identificação do óleo por Py-GC/MS. Foi igualmente 
analisado o óleo de linho puro, no entanto a amostra retirada para análise não 
estava no estado líquido, mas sim já seca na superfície do frasco. 
As análises por esta técnica foram feitas em triplicado e realizadas num 
sistema constituído por um pirolisador de filamento (CDS Pyroprobe 2000 
heated filament pyrolyser) um cromatógrafo gasoso (Agilent 6890N) acoplado 
a um espectrómetro de massa (Agilent 5975N) (figura 5.11). O cromatógrafo 
está equipado com uma coluna capilar HP-5MS (Agilent Technologies) com 
as seguintes características: 30 m de comprimento, 0,25 mm de diâmetro 




Figura 5. 11 – a) Pirolisador de filamento; b) Cromatógrafo gasoso (Agilent 6890N) 
acoplado a um espectrómetro de massa (Agilent 5975N). 
 
Cada amostra (<100 g) foi colocada numa barqueta de quartzo à qual 
foi adicionado um reagente de derivatização (0,5 L a 1 L), o hidróxido de 
tetrametilamónio (Tetramethylammonium hydroxide - TMAH)7. Em seguida 
colocou-se a barqueta na sonda de pirólise, a qual se introduziu na interface 
do pirolisador (figura 5.12), mantida a uma temperatura de 250 ºC, sendo que 
a pirólise ocorreu a uma temperatura de 610 ºC durante 10 s, numa atmosfera 
inerte. As condições de operação do cromatógrafo foram as seguintes: 
 Injecção no modo split (22:1) 
 Temperatura do injector: 250 ºC 
 Rampa de temperatura: temperatura inicial do forno 40 ºC, 
mantida durante 2 min, seguindo-se um incremento de 
temperatura de 8 ºC/min até aos 300 ºC 
 Gás de arraste utilizado: Hélio com um fluxo de 1 mL/min 
 Temperatura da interface: 280 ºC 
 Temperatura da fonte de ionização: 230 ºC 
 Temperatura do analisador do tipo quadrupolo: 150 ºC 
 
O espectrómetro de massa funcionou em condições de 
electroionização, com uma energia de ionização de 70 eV e numa gama de 
massas (m/z) compreendida entre 45-500 Da. Para identificação dos 
compostos recorreu-se à interpretação e comparação dos espectros obtidos 
com os das bibliotecas Wiley e NIST98. O registo de dados e a monitorização 
instrumental foram efectuados com recurso ao software ChemStation (Agilent 
Technologies). 
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6. CARACTERIZAÇAO DE AGLUTINANTES POR 
HPLC e Py-GC/MS 
 
De forma a verificar-se que não houve mistura dos aglutinantes 
provenientes da preparação e da camada cromática, foram realizados os 
cortes estratigráficos dos filmes de tinta, como se pode observar na figura 6.1. 
Foi ainda possível observar o resultado final após aplicação e secagem dos 
filmes de tinta. 
 
Figura 6. 1 – Cortes estratigráficos das amostras n.º 3 (esquerda) e n.º 12 (direita), 
observados ao microscópio óptico, com uma ampliação de 110 x. 
 
 
6.1. Monitorização do Processo de Envelhecimento por -FTIR 
 
Os ensaios de envelhecimento realizados foram monitorizados por -
FTIR de forma a verificar se ocorreram alterações nos filmes de tinta em 
estudo, para de seguida proceder-se à sua posterior análise por HPLC e 
comparação com os resultados obtidos na análise efectuada nos filmes não 
envelhecidos.  
A interpretação dos espectros de IV obtidos foi feita com base nas 
frequências de grupo. Esta interpretação e a atribuição das respectivas 
bandas foi feita através da consulta de tabelas de frequências de grupo 
presentes em diversas fontes bibliográficas[22,25,36-40]. Os espectros de IV 
adquiridos encontram-se no Anexo A. Nas tabelas 6.1 e 6.2 encontram-se 
apresentadas as principais bandas de absorção dos espectros de IV dos 
aglutinantes óleo de linho, gema de ovo e cola animal, respectivamente. Nas 
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tabelas 6.3 e 6.4 estão descritas as principais bandas de absorção dos 
espectros de IV dos pigmentos azurite e branco de chumbo. Em relação ao 
pigmento mínio, este não pode ser caracterizado por espectroscopia de IV 
uma vez que não absorve no infravermelho.  
 
Tabela 6. 1 – Atribuição das principais bandas de absorção do espectro de IV do 
óleo de linho[22,25,36-38]. 




1545 (CO) em grupos COO- 
1459 a(CH) em grupos CH3 
1417 (C-O-H) 
1243, 1166, 1099 (C-O) 
1378 (CH) em grupos CH3 
975-972 fdp(CH) em grupos –CH=CH– trans 
728-726 np(CH); CH2 rocking
















Tabela 6. 2 – Atribuição das principais bandas de absorção do espectro de IV da 
cola animal e da gema de ovo[22,25,36-39]. 
Frequência (cm-1) 
Atribuição 
Cola Animal Gema de Ovo 
3309 3291 (N-H) 
3079 3080 Sobretom da banda amida II 
2926 2925 a(CH2) 
2857 2854 s(CH2) 
- 1744 (C=O) 
1655-1653 1655-1653 (C=O) Amida I
- 1636-1633 (CN), (NH) Amida I
1551-1541 1552-1541 (NH),(CN) Amida II
1458-1453 1458-1457 a(CH) em grupos CH3 
1338-1336 - (CO) em grupos COO- 
- 1235, 1162, 1087 (C-O) 
973 972 fdp(CH) em grupos –CH=CH– trans 
- 722 np(CH); CH2 rocking
 - elongação; - deformação; fdp – fora do plano; np – no plano; a – assimétrica; s – simétrica 
 
Tabela 6. 3 – Atribuição das principais bandas de absorção do espectro de IV da 
azurite[22,25,37]. 
Frequência (cm-1) Atribuição 
3429-3426 (OH) 
1463, 1418 a(CO) 
1092 s(CO) 
1033, 955 fdp(OH)  
839-747 np(CO) 









Tabela 6. 4 – Atribuição das principais bandas de absorção do espectro de IV do 
branco de chumbo (cerussite)[22,25,37,39]. 






 - elongação; - deformação; fdp – fora do plano; np – no plano; a – assimétrica; s – simétrica 
 
Dado que a camada de preparação foi feita com gesso, é importante 
referir as suas bandas características, tal como se apresenta na tabela 6.5, 
uma vez que algumas destas bandas são visíveis em alguns espectros dos 
filmes de tinta analisados (tabela 6.5). 
 
Tabela 6. 5 – Atribuição das principais bandas de absorção do espectro de IV do 
gesso[25,40]. 




~1685; 1620 (O-H) 
1150-100 (SO) 
670 (SO) 
 - elongação; - deformação 
 
No caso da amostra 1, constituída apenas por gema de ovo, 
comparando os espectros antes e após o envelhecimento de 338 h (figura 
6.1) observam-se algumas diferenças, nomeadamente a ausência da banda 
de deformação C-H a 972 cm-1. As bandas atribuídas às ligações éster dos 
triglicéridos (1235 cm-1, 1162 cm-1 e 1116 cm-1) não aparecem no espectro da 
amostra envelhecida, uma vez que nesta amostra, tal como em outras, existe 
contaminação do gesso da preparação e portanto, não foi possível observar 
diferenças significativas. No caso da banda correspondente à elongação C=O, 
verifica-se o surgimento de uma banda a 1717 cm-1, que indica que ocorreu 
degradação do óleo presente na gema de ovo, sugerindo o aparecimento de 
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grupos ácido carboxílico[36], o que se confirma também pelo aparecimento da 
banda de deformação OH em ácidos carboxílicos a 1418 cm-1. 
 
Figura 6. 2 – Espectros de IV da amostra 1 antes (cima) e após envelhecimento 
artificial (baixo). 
 
Em relação à amostra 2 (gema de ovo + azurite) o espectro de IV 
(figura 6.2) após envelhecimento não apresenta diferenças significativas em 
relação ao espectro antes do envelhecimento. A principal diferença é o 
alargamento da banda do carbonilo a 1540 cm-1 e o aparecimento de uma 
banda a 1518 cm-1 que pode dever-se à formação de carboxilatos de cobre, 




Figura 6. 3 – Espectros de IV da amostra 2 antes (cima) e após envelhecimento 
artificial (baixo). 
 
Relativamente ao espectro da amostra 9 (óleo) (figura 6.3) observa-se 
o alargamento da banda do carbonilo a 1737 cm-1 o aparecimento de um 
ombro a 1714 cm-1 que sugere o aparecimento de ácidos gordos livres, 
resultado da hidrólise dos ésteres presente no óleo[12]. 
 




Através da análise dos espectros de IV das amostras que contêm 
apenas aglutinante, verifica-se alguma degradação e portanto, pode-se 
assumir que nas amostras que contêm pigmento ocorre igualmente 
degradação. Nesse sentido, procedeu-se à análise das amostras 




6.2. Análise por HPLC 
 
A técnica de HPLC, juntamente com o método Pico-Tag, permitiu 
identificar e diferenciar amostras contendo têmpera de gema de ovo e 
têmpera de cola animal através da presença dos diferentes aminoácidos. Os 
cromatogramas obtidos na análise das amostras estudadas encontram-se no 
anexo B, sendo apresentados neste capítulo apenas os mais relevantes. 
Iniciou-se o estudo pela análise dos aglutinantes puros (figuras 6.4 e 
6.5), podendo-se verificar que a cola animal apresenta o aminoácido 
hidroxiprolina (OH-Pro) que não está presente em amostras de ovo, tornando 
fácil a sua identificação. De seguida, foi também analisado o padrão de 





Figura 6. 5– Cromatograma obtido na análise por HPLC da gema de ovo pura. 
 
 




Para um estudo mais detalhado dos aglutinantes proteicos, seria ideal 
determinar a quantidade absoluta de cada aminoácido, pesando as amostras 
e usando o padrão interno (norleucina) como referência. No entanto, apenas 
se determinou a quantidade relativa de cada aminoácido, calculada através 
da área total de todos os aminoácidos. 
 
 
6.2.1. Têmperas de Gema de ovo e Têmperas de cola 
 
Comparando as amostras de têmpera de gema de ovo (1) e têmpera de 
cola (5) (figura 6.6), verifica-se que a têmpera de gema de ovo em relação à 
têmpera de cola, como seria de esperar[41], possui uma maior quantidade dos 
aminoácidos, ácido aspártico (Asp), ácido glutâmico (Glu), serina (Ser),  
fenilalanina (Phe) e lisina (Lys), e menor de glicina (Gly), alanina (Ala) e 
prolina (Pro), ou seja, a gema de ovo possui maior quantidade de 
aminoácidos reactivos, os quais possuem certos grupos funcionais (ácido – 
Asp e Glu; hidroxilo – Ser; aromáticos – Phe e Tyr; grupos contendo átomos 
de enxofre – Cys) que são mais susceptíveis de sofrerem, por exemplo 
reacções de oxidação. Pelo contrário a cola animal possui maior quantidade 
de aminoácidos estáveis, como a glicina (Gly), prolina (Pro) e alanina (Ala)[29]. 
 
Figura 6. 7 – Quantidade relativa de cada aminoácido para as amostras 1 e 5. 
 
 No caso das tintas de têmpera de ovo com os pigmentos mínio e 
branco de chumbo (figura 6.7), constata-se que de um modo geral os 
aminoácidos mais afectados pela presença de pigmento são a Asp + Glu, Arg, 
Ser e Lys, em que a quantidade relativa é inferior em relação à amostra sem 
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pigmento. Este facto pode ser explicado tendo em conta que nem todos os 
aminoácidos têm a mesma preferência para serem catalisados por metais[20]. 
Assim, aminoácidos como a Arg, Ser e Lys são mais facilmente catalisados 
por metais do que outros aminoácidos. Por outro lado, o facto da quantidade 
relativa dos aminoácidos Asp, Glu e Phe também diminuírem, deve-se à 
presença de aminoácidos reactivos em maior quantidade na gema de ovo, 
sendo susceptíveis de sofrerem oxidação por radicais provenientes da água 
presente na têmpera.  
Em relação à amostra contendo o pigmento branco de chumbo, 
verifica-se ainda uma maior quantidade de Pro e Val. Este aumento é de 
cerca de 100 % e ocorre apenas nas amostras com branco de chumbo. Uma 
vez que é um aumento significativo, leva à ocorrência de erros sistemáticos 
na determinação da quantidade relativa dos restantes aminoácidosde. Este 
facto impede a identificação correcta do aglutinante, podendo levar a uma 
identificação errada. 
 
Figura 6. 8 – Quantidade relativa de cada aminoácido para as amostras 1, 3 e 4. 
 
As diferenças observadas na quantidade relativa dos vários 
aminoácidos, entre as diferentes amostras, de certa forma estão também 
relacionadas com a dificuldade em determinar se, na quantidade que se retira 
para análise, existe a mesma quantidade de aglutinante, uma vez que não 
são completamente homogéneas. Este é um dos problemas inerentes à 
análise de aminoácidos por este método. 
No caso das tintas de têmpera de cola com o pigmento mínio (figura 
6.8), verifica-se que a variação entre a quantidade relativa dos vários 
 58 
 
aminoácidos não é tão acentuada como em amostras de têmpera de ovo. Isto 
porque a cola tem uma menor quantidade de aminoácidos reactivos como a 
Asp, Glu, Ser, Thr, Met, Phe e Lys, e maior de aminoácidos estáveis como a 
OH-Pro, Gly, Ala, Pro, Val, Ile e Leu, o que faz com que as amostras 
contendo cola não sejam tão afectadas pela presença de pigmentos[29].  
Em relação à mistura de têmpera de cola com o pigmento branco de 
chumbo não foi possível retirar conclusões dado que não se obteve 
resultados na análise cromatográfica desta amostra. Este facto pode estar 
relacionado com a influência do branco de chumbo na hidrólise dos 
aminoácidos, uma vez que o mesmo ocorreu noutras amostras contendo o 
mesmo pigmento. 
 
Figura 6. 9 – Quantidade relativa de cada aminoácido para as amostras 5 e 7. 
 
 
6.2.2. Misturas de Óleo com Têmpera de Ovo 
 
 Através da observação do gráfico da figura 6.9, onde se apresentam as 
quantidades relativas dos diferentes aminoácidos em misturas de óleo com 
têmpera de gema de ovo em diferentes proporções, não se observa variações 
significativas nas quantidades relativas dos vários aminoácidos, sendo que 
esta técnica não é a mais aconselhável para determinar se existe mistura de 




Figura 6. 10 – Quantidade relativa de cada aminoácido para as amostras 1, 13 e 17. 
 
No caso do gráfico da figura 6.10, onde se observa as quantidades 
relativas dos vários aminoácidos em amostras com mistura de óleo/ovo e 
diferentes pigmentos, a semelhança entre este gráfico e o da figura 6.7 é 
grande, uma vez que os aminoácidos mais afectados pela presença, em 
particular, do pigmento branco de chumbo, são a Asp + Glu, Ser, Arg e Lys, 
em que a quantidade relativa de cada aminoácido é inferior em relação à 
amostra sem pigmento. A justificação para este facto tem a ver com a 
possível influência deste pigmento na hidrólise dos aminoácidos, uma vez que 
nem todos são susceptíveis de serem catalisados por metais. Mais uma vez, 
se verifica que a quantidade dos aminoácidos Pro e Val é superior na 
presença de branco de chumbo, sendo a justificação a mesma que no caso 
das amostras só com gema de ovo e branco de chumbo.  
Nas amostras que contêm mínio, as diferenças da quantidade relativa 
dos aminoácidos não são significativas, ou seja, este pigmento não dificulta a 





Figura 6. 11 – Quantidade relativa de cada aminoácido para as amostras 13, 15 e 
16; 17, 19 e 20. 
 
No caso das amostras que contêm óleo, observa-se a presença de 
aminoácidos, o que não seria de esperar, dado o óleo não conter proteínas na 
sua composição, no entanto, nas amostras 9, 11 e 12 (Figuras B.10, B.12 e 
B.13), estes são provenientes da cola da preparação, uma vez está presente 
o pico correspondente à OH-Pro. No caso da amostra de óleo de linho pura e 
da amostra de óleo com azurite (Figuras B.2 e B.11), os aminoácidos 
identificados nos respectivos cromatogramas poderão ser devido a efeitos de 
memória da coluna cromatográfica, dado que os aminoácidos identificados 
nas duas amostras são os mesmos. 
  
 
6.2.3. Misturas de Óleo com Têmpera de Cola 
 
No caso das amostras que contêm mistura de óleo e de têmpera de 
cola em diferentes proporções (figura 6.11), como acontece em misturas de 
óleo e de têmpera de gema de ovo, não é possível afirmar que existe mistura 




Figura 6. 12 – Quantidade relativa de cada aminoácido para as amostras 5, 21 e 25. 
 
Através da observação dos gráficos da figura 6.12, onde se 
apresentam as misturas de óleo e de têmpera de cola com os diferentes 
pigmentos, pode-se afirmar que, tal como no caso das amostras com têmpera 
de gema de ovo, a presença do pigmento branco de chumbo influencia 
significativamente a identificação de têmpera de cola por HPLC, dado que os 
aminoácidos OH-Pro, Gly + His e Pro, determinantes na identificação da 
presença de cola, baixam drasticamente, desaparecendo quase por completo. 
Assim, apesar de haver vestígios da OH-Pro, não se poderia afirmar que este 
aminoácido provém do aglutinante usado nas camadas cromáticas ou da 
preparação, dificultando assim a identificação de amostras de têmpera de 
cola na presença de branco de chumbo. Por outro lado, verifica-se, tal como 
se observa nas amostras de têmpera de ovo, que a interferência na 
quantidade relativa dos aminoácidos, não é a mesma para todos eles, sendo 
que a Ser e Lys, para além da Gly + His, OH-Pro e Pro mencionados acima, 
são os mais afectados. Assim, mais uma vez se verifica a influência do branco 
de chumbo na identificação de amostras. 
No caso do pigmento mínio, a quantidade relativa dos vários 
aminoácidos não varia significativamente, em relação à amostra sem 
pigmento, apenas se observa uma diminuição do aminoácido Ala, no caso da 
amostra 27, no entanto, este aminoácido não é determinante para a 




Figura 6. 13 – Quantidade relativa de cada aminoácido para as amostras 21, 23 e 
24; 25, 27 e 28. 
 
 
6.2.4. Influência do Envelhecimento na Identificação de Aglutinantes 
Proteicos por HPLC 
 
Comparando as amostras dos filmes de têmpera de gema de ovo e 
têmpera de cola (figura 6.13), verifica-se que o envelhecimento não mostrou 
grandes dificuldades na identificação do tipo de aglutinante usado, uma vez 
que as variações nas quantidades relativas dos aminoácidos antes e depois 
do envelhecimento não foram significativas, excepto na amostra 1, onde a Thr 
teve um aumento significativo e a Leu e Lys diminuíram consideravelmente. 
No caso da amostra 5, onde o aglutinante é a cola, estas variações não são 
tão significativas, podendo afirmar-se que pelo facto da cola apresentar maior 
quantidade de aminoácidos estáveis, estes não são tão afectados pelo 
envelhecimento, ao contrário do que ocorre em amostras com ovo, onde os 





Figura 6. 14 – Quantidade relativa de cada aminoácido para as amostras têmpera de 
gema de ovo (1) e têmpera de cola (5), antes e após envelhecimento artificial. 
 
Observando os gráficos (anexo B) relativos a todas as amostras antes 
e após envelhecimento, mesmo na presença de pigmentos nota-se uma 
variação na quantidade relativa dos aminoácidos, no entanto não houve uma 
diminuição da quantidade relativa dos mesmos, como à partida seria de 
esperar, tendo em conta outro trabalho realizado[18]. Assim uma possibilidade 
será o facto de as 336 horas de envelhecimento não terem sido suficientes 
para provocar uma diminuição significativa na quantidade de aminoácidos, ou 
seja, este tempo de envelhecimento artificial a que as amostras foram sujeitas 
não é suficiente para impedir a identificação do aglutinante presente. 
 
 
6.2.5. Influência dos Pigmentos de Cobre na Identificação de 
Amostras 
 
Um dos problemas inerentes à análise de aminoácidos pelo método 
Pico-Tag, seguido da análise por HPLC tem a ver com a dificuldade na 
análise de amostras que contenham pigmentos à base de cobre, uma vez que 
os catiões de cobre interferem na análise. A presença destes catiões origina a 
formação de complexos entre o cobre e os aminoácidos, impedindo a 
derivatização completa das proteínas, impossibilitando a obtenção de um 
cromatograma com os picos dos vários aminoácidos bem resolvidos e 
portanto, a identificação do aglutinante presente[35]. 
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Neste trabalho, tentou-se ultrapassar este problema através da 
realização de cromatografia de troca iónica, na qual os catiões de cobre ficam 
retidos na coluna e os aminoácidos são eluídos, sendo posteriormente 
analisados por HPLC. Este procedimento foi, em certa medida, bem sucedido, 
uma vez que foi possível obter um cromatograma onde se observam os picos 
dos vários aminoácidos. No entanto, uma vez que o eluente usado na 
cromatografia de troca iónica é o NH3, sob a forma de hidróxido de amónia 
(NH4OH) e, durante o passo da hidrólise dos aminoácidos é também libertado 
NH3 proveniente dos aminoácidos, os cromatogramas das amostras contendo 
azurite apresentam sempre um pico com bastante intensidade, relativo ao 
NH3.  
Observando os gráficos da figura 6.14, pode verificar-se que a 
realização da cromatografia de troca iónica é de facto eficiente, uma vez que 
se obtém quantidades relativas moderadas dos vários aminoácidos, 
permitindo a identificação de têmpera de gema de ovo ou têmpera de cola. O 
mesmo se verifica nas amostras com mistura de óleo e têmpera de gema de 
ovo ou óleo e têmpera de cola, na presença de azurite. 
 
Figura 6. 15 – Quantidade relativa de cada aminoácido para as amostras 2 e 6. 
 
No caso das amostras sujeitas a envelhecimento artificial (figura 6.15), 
ocorre uma variação da quantidade relativa dos aminoácidos, no entanto esta 
variação não é significativa (excepto no caso da Thr da amostra 2), não 





Figura 6. 16 – Quantidade relativa de cada aminoácido para as amostras 2 e 6, 
antes e após envelhecimento artificial. 
 
 
6.2.6. Identificação do Aglutinante em Amostras Reais 
 
Através do método Pico-Tag, seguida da análise por HPLC, foram 
igualmente analisadas um conjunto de seis amostras, recolhidas de diferentes 
pinturas do Retábulo Flamengo da Sé de Évora (24-04), pertencente ao 
Museu de Évora. Foi também analisada uma amostra da camada de 
preparação de um escudo de aparato lacado do século XVI/XVII, pertencente 
à colecção do Museu Soares dos Reis. Foi ainda analisada uma amostra 
recolhida de uma pintura do Retábulo de Ferreira do Alentejo (19-01). 
Dos cromatogramas das amostras obtidos por HPLC, dois deles, 24-04 
D_verde e 24-04 D_prep, não apresentam picos relativos aos aminoácidos. 
Este facto pode dever-se à quantidade de amostra disponível para análise 
não ter sido suficiente para detectar a composição proteica. 
Observando o cromatograma e respectivo gráfico, da amostra 24-04 A, 
apresentados nas figuras 6.16 e 6.17, pode observar-se que a preparação 
utilizada foi à base de cola ou gelatina, uma vez que apresenta o pico relativo 
ao aminoácido OH-Pro, característico da presença de colagénio, e uma 





Figura 6. 17 – Cromatograma obtido por HPLC referente à amostra 24-04 A. 
 
 
Figura 6. 18 – Gráfico referente à quantidade relativa dos aminoácidos da amostra 
24-04 A. 
 
 Em relação às restantes amostras, 24-04 D.4 (figura 6.19), 24-04 B1, 
24-04 B6 e 19-01 VI.1 (anexo B) pode observar-se que todas elas apresentam 
na sua composição proteínas do ovo, devido à presença dos aminoácidos 
Ser, Gly, Ala, Pro, Val e Leu, sendo que a intensidade relativa dos picos da 
Gly e Pro é baixa, para além de que o aminoácido OH-Pro não é detectado, 
excluindo-se à partida a presença de cola. No entanto os aminoácidos Asp + 
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Gu apenas são detectados no cromatograma da amostra 24-04 D.4. Através 
da técnica de HPLC não é possível confirmar, se a presença de proteína do 
ovo provém da gema de ovo, clara de ovo ou ambas. É de salientar que nas 
amostras 24-04 B1, 24-04 B6 e 19-01 VI.1, foi realizada a cromatografia de 
troca iónica, dada a presença de pigmentos de cobre, sendo esta uma 
possível explicação para a reduzida, ou inexistente, quantidade de 
aminoácidos Asp + Glu detectada, uma vez que estes aminoácidos são 
reactivos e dos mais sensíveis à presença de catiões de cobre, juntamente 
com a Ser e Thr[29]. 
 
Figura 6. 19 - Cromatograma obtido por HPLC da amostra 24-04 D.4. 
 
 No caso da amostra do escudo lacado, as quantidades significativas 
dos aminoácidos Asp + Glu, Val, Leu e Phe (figuras 6.20 e 6.21) detectados 
permitem colocar a hipótese de que o aglutinante utilizado na camada de 
preparação se trata de ovo. No entanto, observando o cromatograma e 
respectivo gráfico é possível verificar a existência de um pico a 2.191 minutos 
relativo ao aminoácido OH-Pro, por outro lado é detectada uma quantidade 
significativa de Pro, o que sugere a presença de uma cola animal ou outro 




Figura 6. 20 – Cromatograma obtido por HPLC da amostra do escudo lacado. 
 
 




6.3. Análise por Py-GC/MS 
 
O principal objectivo da análise por pirólise seguida de cromatografia 
gasosa acoplada à espectrometria de massa (Py-GC/MS) é compreender qual 
a influência da presença de materiais proteicos na identificação e 
caracterização do óleo, uma vez que pela técnica de HPLC não é possível. 
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Deste modo analisou-se as várias amostras contendo gema de ovo e/ou óleo, 
com e sem pigmentos. As amostras contendo cola não foram estudadas. 
 
 
6.3.1. Têmperas de Gema de Ovo 
 
Na figura 6.22 apresenta-se o pirograma da amostra 1, que contém 
apenas o aglutinante, a gema do ovo. Os picos apresentados até cerca de 
oito minutos dizem respeito a produtos de pirólise do derivatizante (hidróxido 
de tetrametilamónio - TMAH). A tabela 6.6 apresenta alguns constituintes 
identificados no pirograma da respectiva amostra. 
 
Figura 6. 22 – Pirograma da amostra 1 (gema de ovo). 
 
Tabela 6. 6 – Compostos identificados no pirograma da amostra 1 e respectivos 
tempos de retenção. 
Nº do pico Tempo de retenção (min.) Composto 
1 7,67 1-metil-1H-pirrolo-2,5 diona 
2 18,52 Azelato de dimetilo 
3 23,59 Palmitato de metilo 
4 23,65 Ácido palmítico 
5 25,75 Oleato de metilo 
6 26,01 Estearato de metilo 
7 35,66 Colesterol 
 
Os principais compostos formados a partir da pirólise, na presença de 
TMAH são ácidos carboxílicos metilados, como o azelato de metilo; formam-
se ainda hidroxibenzenos e aminas aromáticas.  
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De forma a confirmar que está presente óleo derivado dos lípidos da 
gema do ovo, determinou-se a razão entre o ácido azelaico e o palmítico 
(A/P), a partir das áreas dos picos correspondentes a cada um destes ácidos. 
Uma vez que a análise de cada amostra foi feita em triplicado, na tabela 6.7 
estão apresentados os valores das razões A/P para cada um dos replicados. 
Os respectivos pirogramas encontram-se no anexo C.  
Na análise da tabela 6.7, observa-se que os valores das razões A/P 
obtidos para a amostra 1 (gema de ovo) estão dentro do previsto, uma vez 
que, de acordo com fontes bibliográficas[33], quando o parâmetro A/P é inferior 
a 0,3, significa que o óleo provém de lípidos do ovo; se o valor for superior a 
1, provém de óleos secativos e por fim se o valor estiver entre 0,3 e 1, está-se 
perante uma mistura entre óleo proveniente do ovo e óleo secativo. Desta 
forma, verifica-se, como seria de esperar que a composição desta amostra é 
a gema de ovo, e na análise do pirograma da figura 6.22 observa-se ainda o 
pico relativo ao colesterol. A presença do pirrolo é uma característica da gema 
de ovo. 
 Analisando as razões A/P das amostras de gema de ovo com os 
diferentes pigmentos utilizados, verifica-se que de uma forma geral são 
inferiores a 0,3, indicando assim a presença de lípidos provenientes da gema 
de ovo, como seria de esperar. No entanto, no caso da amostra 4, apenas 
num dos replicados foi possível calcular a razão A/P, uma vez que nas 
restantes duas análises não se obteve o pico relativo ao ácido azelaico. Este 
facto pode estar relacionado com a influência que o pigmento branco de 
chumbo tem na determinação da composição da amostra, como se verificou 












Tabela 6. 7 – Áreas dos picos dos ácidos azelaico e palmítico e razões A/P das 








(gema de ovo) 
1-1 4310210 44715223 0,096 
1-2 7658529 60398391 0,13 
1-3 27199253 185226373 0,15 
2 
(gema de ovo + 
azurite) 
2-1 7200478 41655719 0,17 
2-2 17852481 108443014 0,16 
2-3 10993667 65735987 0,16 
3 
(gema de ovo + 
mínio) 
3-1 22692646 122719328 0,18 
3-2 14834717 67554070 0,22 
3-3 16627346 34569001 0,48 
4 
(gema de ovo + 
branco Pb) 
4-1 8133022 60495875 0,13 
4-2 - 10413053 - 
4-3 - 5046441 - 
 
 
6.3.2. Amostras Contendo Óleo 
 
Antes da análise dos filmes à base de óleo, analisou-se uma amostra 
de óleo de linho puro (figura 6.23), a partir do qual se identificou alguns 
compostos característicos do óleo, os quais estão apresentados na tabela 6.8. 








Tabela 6. 8 – Compostos identificados no pirograma do óleo de linho puro e 
respectivos tempos de retenção. 
Nº do pico Tempo de retenção (min.) Composto 
1 16,97 Octanoato de metilo 
2 17,73 Pentadecano 
3 18,11 9-oxo-decanoato de metilo 
4 18,52 Azealato de dimetilo 
5 19,31 Ácido azelaico 
6 23,62 Palmitato de metilo 
7 24,17 Ácido palmítico 
8 25,72 Oleato de metilo 
9 26,04 Ácido oleico 
10 26,21 9,17-octadecadienóico 
11 26,48 Ácido esteárico 
12 26,70 5,8-octadecanoato de metilo 
13 27,12 Ácido linoleico 
14 27,97 10-oxo-octadecanoato de metilo 
15 30,18 Docosanoato de metilo 
16 32,03 Tetracosanoato de metilo 
 
A presença dos ácidos azelaico, palmítico, oleico e esteárico indica que 
a metilação durante a pirólise não foi completa. 
De modo a que os ácidos gordos presentes neste óleo sejam mais 
facilmente identificados, procedeu-se à extracção do ião m/z 74, obtendo-se o 
cromatograma de massa respectivo (figura 6.24). A escolha deste ião deve-se 
ao facto de ser um ião característico dos ácidos gordos metilados. Na tabela 






Figura 6. 24 – Cromatograma de massa do ião m/z 74. 
 
Tabela 6. 9 – Ácidos gordos metilados identificados no cromatograma de massa do 
ião m/z 74 e respectivos tempos de retenção. 
Nº do pico Tempo de retenção (min.) Composto 
1 7,29 Hexanoato de metilo 
2 9,17 6-heptanoato de metilo 
3 9,36 Heptanoato de metilo 
4 11,34 Octanoato de metilo 
5 13,18 Nonanoato de metilo 
6 16,98 Octanodióico de dimetilo 
7 18,54 Azelato de dimetilo 
8 19,27 Ácido azelaico 
9 19,99 Decanodióico de metilo 
10 23,63 Palmitato de metilo 
11 25,71 Oleato de metilo 
12 26,00 Estearato de metilo 
13 28,18 Eicosanoato de metilo 
14 30,16 Docosanoato de metilo 
15 32,03 Tetracosanoato de metilo 
 
Observando o pirograma da figura 6.24, verifica-se que os principais 
produtos obtidos são os metil ésteres dos ácidos palmítico (10), esteárico (12) 
e oleico (11) e os dimetil ésteres dos ácidos azelaico (7) e subérico (6). 
A presença dos dimetil ésteres dos ácidos azelaico e subérico 
(octanodióico de dimetilo) indica já algum envelhecimento no óleo, dado que a 
amostra retirada para análise não estava no estado líquido, mas sim já seca 
na superfície do frasco. Estes ácidos carboxílicos, dos quais o ácido azelaico 
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é o mais abundante, são produtos da auto-oxidação das cadeias alifáticas 
poliinsaturadas, presentes nos ácidos gordos, principalmente nos ácidos 
linoleico e linolénico. 
Calculou-se as razões A/P, P/S e O/S para todos os filmes de tinta à 
base de óleo, nomeadamente com pigmentos e com mistura de óleo e ovo em 
diferentes proporções (tabela 6.10). Os respectivos pirogramas encontram-se 
no anexo C. 
Em relação à razão A/P verifica-se que de um modo geral os valores 
obtidos estão dentro do previsto, ou seja, em amostras em que apenas existe 
óleo, as razões A/P são maiores que 1 e no caso de amostras contendo 
mistura de óleo com gema de ovo, as razões A/P encontram-se entre 0,3 e 1, 
comprovando a existência de mistura. Analisando os valores da razão A/P em 
amostras contendo os pigmentos azurite ou branco de chumbo, verifica-se 
que é na presença destes pigmentos que os valores da razão A/P apresentam 
uma maior discrepância, não se encontrando em muitos casos (amostras 12, 
14, 16, 18 e 20) dentro do intervalo previsto. Este facto pode dever-se à 
interacção dos iões metálicos com os ácidos gordos, influenciando os 
mecanismos de oxidação. Nas amostras que possuem o pigmento mínio, o 
valor da razão A/P não varia significativamente, verificando-se que a presença 
deste pigmento não contribui para um aumento dos processos de oxidação, 
durante a secagem do óleo. 
A razão ácido palmítico e ácido esteárico (P/S) permite identificar qual 
o tipo de óleo secativo utilizado[33], no caso de ser óleo de linho o valor desta 
razão deve-se encontrar entre 1 e 2, o que de facto acontece para todas as 
amostras. Assim, mesmo no caso da existência de mistura de óleo e gema de 
ovo é possível identificar o óleo utilizado como sendo óleo de linho. 
A razão entre o ácido oleico e o ácido esteárico (O/S) é um parâmetro 
que permite avaliar o grau de envelhecimento de um óleo[33], ou seja, o grau 
de oxidação, uma vez que as ligações duplas do ácido oleico são 
particularmente reactivas à oxidação, assim, a quantidade de ácido oleico em 
pinturas envelhecidas é muito baixo, estando o valor desta razão entre 0,1 e 
0,2. Observando os valores da razão O/S nas diferentes amostras, verifica-se 
que estes são, de uma forma geral, superiores a 1, indicando por isso que o 
óleo não se encontra envelhecido. Este facto seria de esperar, dado que as 
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A/P P/S O/S 
9 
(óleo) 
9-1 64099207 34470625 5615600 26915183 1,86 1,28 0,21 
9-2 77288161 54950810 41060913 40182449 1,41 1,37 1,02 
9-3 27996508 13723574 8209193 10575368 2,04 1,30 0,78 
11 
(óleo + mínio) 
11-1 69884760 58890674 61527731 43837099 1,19 1,34 1,40 
11-2 49458510 51809615 49317554 39833403 0,95 1,30 1,23 
11-3 18289506 24635803 19655292 17902051 0,74 1,38 1,10 
12 
(óleo + branco 
Pb) 
12-1 5301678 6265168 5055087 4227966 0,85 1,48 1,20 
12-2 - - - - - - - 
12-3 12142395 10316368 6657918 8104996 1,18 1,27 0,82 
13 
(óleo : ovo 1:2) 
13-1 10949761 12633277 15685311 8597588 0,87 1,47 1,82 
13-2 49013112 57108063 71119241 41388397 0,85 1,38 1,72 
13-3 23350155 27018688 26832067 18745186 0,86 1,44 1,43 
14 
(óleo : ovo 1:2 + 
azurite) 
14-1 62143599 27013384 31087952 16928094 2,30 1,60 1,84 
14-2 106555792 43844313 49360833 28066951 2,43 1,56 1,76 
14-3 78150902 30357348 35011257 18637905 2,57 1,63 1,88 
15 
(óleo : ovo 1:2 + 
mínio) 
15-1 80099653 88267418 99019161 59392508 0,91 1,49 1,67 
15-2 32364925 35532813 30973855 23060955 0,91 1,54 1,34 




(óleo : ovo 1:2 + 
branco Pb) 
16-1 41238652 36915127 39793374 21404599 1,12 1,72 1,86 
16-2 5982513 12816086 13211958 7639992 0,47 1,68 1,73 
16-3 24887020 40698682 52352394 25258520 0,61 1,61 2,07 
17 
(óleo : ovo 2:1) 
17-1 39586279 48932820 59869619 34031916 0,81 1,44 1,76 
17-2 23914118 23869724 31683408 15546636 1,00 1,54 2,04 
17-3 - - - - - - - 
18 
(óleo : ovo 2:1 + 
azurite) 
18-1 117214330 24839638 25035832 17526462 4,72 1,42 1,43 
18-2 66199380 16930097 17350998 12908391 3,91 1,31 1,34 
18-3 65626299 18395362 19006449 14645334 3,57 1,26 1,30 
19 
(óleo : ovo 2:1 + 
mínio) 
19-1 24311936 10576076 8296294 7030770 2,30 1,50 1,18 
19-2 23416884 26571516 26990905 18942828 0,88 1,40 1,42 
19-3 91464578 87214636 90335643 65069003 1,05 1,34 1,39 
20 
(óleo : ovo 2:1 + 
branco Pb) 
20-1 21224565 23033968 25426764 15597351 0,92 1,48 1,63 
20-2 70716002 49456795 60976082 34418241 1,43 1,44 1,77 










O objectivo proposto para a realização deste trabalho era a 
caracterização de aglutinantes de pintura, através de técnicas 
cromatográficas, em particular por HPLC e Py-GC/MS. 
 Em relação à técnica de HPLC, verificou-se que é vantajosa quando se 
pretende identificar e caracterizar aglutinantes proteicos, nomeadamente, o 
ovo e a cola. O método utilizado (Pico-Tag + HPLC) permitiu identificar o 
aglutinante presente nas amostras estudadas, através da sua composição em 
termos dos resíduos de aminoácidos, calculando a área relativa desses 
aminoácidos. Uma das desvantagens deste método tem a ver com a 
necessidade de se efectuar os passos da hidrólise e derivatização das 
amostras, antes da injecção no HPLC, tornando o processo demorado. 
 A principal limitação na análise por HPLC de amostras de pintura, é a 
presença de iões de cobre, provenientes de pigmentos, como é o caso da 
azurite. Este problema foi ultrapassado através da realização de 
cromatografia iónica. Apesar de ainda poder ser melhorada, esta abordagem 
mostrou ser bastante eficaz na remoção dos iões de cobre das amostras, 
permitindo a sua posterior análise por HPLC. 
 Na análise de amostras envelhecidas artificialmente, foi possível 
observar que amostras que contenham como aglutinante a cola, são mais 
estáveis, dada a pequena variação em termos da quantidade relativa dos 
aminoácidos presentes. Por outro lado, a presença de pigmentos dificulta a 
identificação de têmperas, principalmente em amostras com branco de 
chumbo. 
 A técnica de Py-GC/MS permitiu identificar o óleo presente em 
diferentes amostras, possibilitando ainda confirmar a presença de mistura de 
óleo com ovo, através do cálculo da razão A/P. Verificou-se também que esta 
razão varia significativamente consoante as amostras em causa, isto é, em 
amostras contendo os pigmentos azurite ou branco de chumbo. Determinou-
se ainda o tipo de óleo usado, neste caso o óleo de linho, através do cálculo 
da razão P/S, sendo que mesmo em misturas de óleo e gema de ovo, foi 
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possível verificar o tipo de óleo usado. No caso da razão O/S, esta permitiu 
verificar que as amostras não se encontravam envelhecidas. 
 
Em termos de perspectivas futuras, seria interessante optimizar o 
método em que se recorre à utilização da técnica de cromatografia de troca 
iónica, particularmente, tentar diminuir a intensidade do pico do amoníaco, de 
forma a facilitar a identificação dos aminoácidos. 
 Em relação ao método Pico-Tag seria importante utilizá-lo de forma 
quantitativa, quantificando assim os aminoácidos em amostras não 
envelhecidas e envelhecidas. Desta forma, permitiria um conhecimento mais 
aprofundado da composição das amostras. Uma outra possibilidade, seria 
recorrer à técnica de LC-MS com uma coluna específica para análise de 
aminoácidos que permitiria a análise directa das amostras, sem necessidade 
do passo de derivatização e portanto reduzindo o tempo de preparação e 
análise. 
 Por fim, seria importante analisar as amostras envelhecidas por Py-
GC/MS de modo a comparar com as não envelhecidas e tentar perceber o 
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ANEXO A – ESPECTROS DE IV 
  
 
Figura A. 1 – Espectros de IV (transmissão) da amostra 3 antes (cima) e após 




Figura A. 2 – Espectros de IV (transmissão) da amostra 4 antes (cima) e após 





Figura A. 3 – Espectros de IV (transmissão) da amostra 5 antes (cima) e após 




Figura A. 4 – Espectros de IV (transmissão) da amostra 6 antes (cima) e após 




Figura A. 5 – Espectros de IV (transmissão) da amostra 7 antes (cima) e após 




Figura A. 6 – Espectros de IV (transmissão) da amostra 8 antes (cima) e após 







Figura A. 7 – Espectros de IV (transmissão) da amostra 10 antes (cima) e após 




Figura A. 8 – Espectros de IV (transmissão) da amostra 11 antes (cima) e após 







Figura A. 9 – Espectros de IV (transmissão) da amostra 12 antes (cima) e após 




Figura A. 10 – Espectros de IV (transmissão) da amostra 13 antes (cima) e após 







Figura A. 11 – Espectros de IV (transmissão) da amostra 14 antes (cima) e após 




Figura A. 12 – Espectros de IV (transmissão) da amostra 15 antes (cima) e após 






Figura A. 13 – Espectros de IV (transmissão) da amostra 16 antes (cima) e após 




Figura A. 14 – Espectros de IV (transmissão) da amostra 17 antes (cima) e após 





Figura A. 15 – Espectros de IV (transmissão) da amostra 18 antes (cima) e após 




Figura A. 16 – Espectros de IV (transmissão) da amostra 19 antes (cima) e após 





Figura A. 17 – Espectros de IV (transmissão) da amostra 20 antes (cima) e após 




Figura A. 18 – Espectros de IV (transmissão) da amostra 21 antes (cima) e após 





Figura A. 19 – Espectros de IV (transmissão) da amostra 22 antes (cima) e após 




Figura A. 20 – Espectros de IV (transmissão) da amostra 23 antes (cima) e após 





Figura A. 21 – Espectros de IV (transmissão) da amostra 24 antes (cima) e após 




Figura A. 22 – Espectros de IV (transmissão) da amostra 25 antes (cima) e após 





Figura A. 23 – Espectros de IV (transmissão) da amostra 26 antes (cima) e após 




Figura A. 24 – Espectros de IV (transmissão) da amostra 27 antes (cima) e após 





Figura A. 25 – Espectros de IV (transmissão) da amostra 28 antes (cima) e após 





ANEXO B – CROMATOGRAMAS E GRÁFICOS 
OBTIDOS NA ANÁLISE POR HPLC 
 
 
Figura B. 1 – Cromatograma obtido por HPLC do padrão de aminoácidos. 
 
 


























Figura B. 6 – Cromatogramas obtidos por HPLC da amostra 4 antes e após 




Figura B. 7 – Cromatogramas obtidos por HPLC da amostra 5 antes e após 




Figura B. 8 – Cromatogramas obtidos por HPLC da amostra 6 antes e após 




Figura B. 9 – Cromatogramas obtidos por HPLC da amostra 7 antes e após 









Figura B. 11 – Cromatogramas obtidos por HPLC da amostra 10 antes e após 




Figura B. 12 – Cromatogramas obtidos por HPLC da amostra 11 antes e após 




Figura B. 13 – Cromatogramas obtidos por HPLC da amostra 12 antes do 




Figura B. 14 – Cromatogramas obtidos por HPLC da amostra 13 antes e após 




Figura B. 15 – Cromatogramas obtidos por HPLC da amostra 14 antes e após 




Figura B. 16 – Cromatogramas obtidos por HPLC da amostra 15 antes e após 




Figura B. 17 – Cromatogramas obtidos por HPLC da amostra 16 antes e após 




Figura B. 18 – Cromatogramas obtidos por HPLC da amostra 17 antes e após 




Figura B. 19 – Cromatogramas obtidos por HPLC da amostra 18 antes e após 




Figura B. 20 – Cromatogramas obtidos por HPLC da amostra 19 antes e após 




Figura B. 21 – Cromatogramas obtidos por HPLC da amostra 20 antes e após 









Figura B. 23 – Cromatogramas obtidos por HPLC da amostra 22 antes e após 




Figura B. 24 – Cromatogramas obtidos por HPLC da amostra 23 antes e após 




Figura B. 25 – Cromatogramas obtidos por HPLC da amostra 24 antes e após 




Figura B. 26 – Cromatogramas obtidos por HPLC da amostra 25 antes e após 




Figura B. 27 – Cromatogramas obtidos por HPLC da amostra 26 antes e após 




Figura B. 28 – Cromatogramas obtidos por HPLC da amostra 27 antes e após 




Figura B. 29 – Cromatogramas obtidos por HPLC da amostra 28 antes e após 







Figura B. 30 – Cromatograma obtidos por HPLC da amostra 24-04 B1. 
 
 









Figura B. 33 – Quantidade relativa de cada aminoácido em diferentes amostras, 




Figura B. 34 – Quantidade relativa de cada aminoácido em diferentes amostras, 
antes e após envelhecimento artificial. 
 
 
Figura B. 35 – Quantidade relativa de cada aminoácido em diferentes amostras, 




Figura B. 36 – Quantidade relativa de cada aminoácido em diferentes amostras, 
antes e após envelhecimento artificial. 
 
 
Figura B. 37 – Quantidade relativa de cada aminoácido em diferentes amostras, 




Figura B. 38 – Quantidade relativa de cada aminoácido em diferentes amostras, 




ANEXO C – PIROGAMAS E CROMATOGRAMAS DE 
MASSA OBTIDOS NA ANÁLISE POR Py-GC/MS 
 
 
Figura C. 1 – Pirograma da amostra 2, gema de ovo + azurite. 
 
 
Figura C. 2 – Pirograma da amostra 3, gema de ovo + mínio. 
 




Figura C. 4 – Pirograma (cima) e cromatograma de massa do ião m/z 74 (baixo) da 
amostra 9, óleo. 
 
 
Figura C. 5 – Pirograma da amostra 11, óleo + mínio (cima) e pirograma da amostra 





Figura C. 6 – Pirograma da amostra 13, óleo : ovo 1:2. 
 
 
Figura C. 7 – Pirograma da amostra 14, óleo : ovo 1:2 + azurite. 
 
 





Figura C. 9 – Pirograma da amostra 16, óleo : ovo 1:2 + branco de chumbo. 
 
 
Figura C. 10 – Pirograma da amostra 17, óleo : ovo 2:1. 
 
 





Figura C. 12 – Pirograma da amostra 19, óleo : ovo 2:1 + mínio. 
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